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Brustkrebs ist die häufigste Krebsart bei Frauen und die dritthäufigste Krebsart über-
haupt. In Deutschland ist jede 8. bis 10. Frau von der Diagnose Brustkrebs betroffen,
jede dritte Brustkrebspatientin stirbt daran. Die Neuerkrankungsrate liegt zurzeit bei
67 500 Frauen pro Jahr, Tendenz steigend. Die jüngsten Patientinnen sind 15 Jahre alt.
Zwar ist seit 1997 eine abnehmende Tendenz in der Brustkrebssterblichkeit zu verzeich-
nen, trotzdem ist Brustkrebs heute die häufigste Krebstodesursache bei Frauen in den
Industrienationen (Giersiepen et al. 2004).
Aufgrund der jährlich steigenden Neuerkrankungsrate, der hohen Mortalitätsrate von
18 000 Frauen pro Jahr in Deutschland und der einschneidenden psychosozialen Aspekten
ist Brustkrebs eine schwerwiegende Erkrankung mit starkem Einfluss auf das soziale Um-
feld der Betroffenen (Senn und Niederberger 2002). Der Erforschung krebsauslösen-
der Mechanismen und der Entwicklung neuer Therapiemethoden gilt deshalb besondere
Aufmerksamkeit.
Die Brustdrüse ist gleichzeitig Produktionsstätte und Zielort des multifunktionalen
Hormons Relaxin (Ivell und Einspanier 2002b). Syntheseorte sind dabei die Epithel-
zellen und Myoepithelien des gesunden, aber auch des neoplastisch veränderten Brustdrü-
sengewebes bei Frauen jeden Alters (Tashima et al. 1994; Mazoujian und Bryant-
Greenwood 1990). Seit einigen Jahren häufen sich die Hinweise, dass Relaxin in
verschiedene Prozesse des Tumorzellwachstums, der Tumorzellinvasion und Neovasku-
larisation von Tumoren verwickelt ist (Hombach-Klonisch et al. 2006; Mazoujian
und Bryant-Greenwood 1990; Tashima et al. 1994). Verschiedene in vitro Unter-
suchungen konnten die promotionsfördernde Wirkung des Peptidhormons auf das Wachs-
tum von Mammakarzinomzellen bereits belegen (Binder et al. 2002; Bigazzi et al.
1992; Bani et al. 1994). Dabei scheint vor allem die Beeinflussung des Bindegewebs-
stoffwechsels durch Relaxin für ein gesteigertes Tumorwachstum von Bedeutung zu sein
(Pukrop et al. 2009).
Bei der Untersuchung des Zusammenhangs zwischen Tumorprogression und Binde-
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gewebsstoffwechsel konnte bewiesen werden, dass eine gesteigerte Progressivität von Tu-
moren im Zusammenhang mit einer Überexpression der Matrixmetalloproteasen (MMPs)
steht, einer Enzymfamilie, die maßgeblich am Bindegewebsabbau beteiligt ist. Die Ergeb-
nisse von BINDER et al. (2002) haben zeigen können, dass Relaxin die MMP-Expression
in vitro erhöht. Eine in vitro-Studie von FIGUEIREDO et al. (2006) hat gezeigt, dass
Relaxin eine Rekrutierung von Makrophagen ins tumorumgebende Bindegewebe bewirkt.
Es ist bekannt, dass Makrophagen im tumorumgebenden Bindegewebe zur Aktivierung
der MMPs führen (Halin et al. 2009; Bingle et al. 2002). Somit entstand der Verdacht,
dass Relaxin über diesen Mechanismus auch in vivo zur bindegewebigen Erweichung und
somit zur Invasivitätssteigerung von Mammakarzinomen führen kann.
Ein weiterer interessanter Aspekt im Brustkrebsgeschehen ist die Rolle der Steroidhor-
mone 17β-Östradiol (E2) und Progesteron (P4). Es ist bereits bekannt, dass E2 verstär-
kend auf Wachstum und Proliferation verschiedener Tumoren einwirken kann (Lewis-
Wambi und Jordan 2009; Catalano et al. 2009; Russo und Russo 1998). Dieser
Effekt wird nicht nur durch direkte Beeinflussung des Tumors durch E2 hervorgerufen,
sondern auch durch die Beeinflussung geweberemodellierender Faktoren sowie der Angio-
genese (Pukrop et al. 2009; Einspanier et al. 2009). Die Rolle des E2-Gegenspielers P4
in diesem Zusammenhang ist dagegen noch nicht geklärt. Es stellt sich daher die Frage,
ob Relaxin auch den Stoffwechsel der Steroidhormone bzw. deren Rezeptoren im Brust-
krebsgeschehen steuert und auch auf diesem Wege das Wachstum von Mammatumoren
beeinflusst.
Die vorliegende Arbeit sollte zur Klärung folgender Frage beitragen:
• Kann Relaxin die Proliferation von Mammatumoren in vivo beeinflussen?
• Kann Relaxin Faktoren, die in die Geweberemodellierung involviert sind, in vivo
stimulieren?
• Induziert die exogene Gabe von Relaxin die Expression seiner eigenen Rezeptoren so-
wie der Steroidhormonrezeptoren und beeinflusst es die Steroidhormonbiosynthese?
Dazu wurde ein Tierversuch mit der transgenen Mauslinie Balb-neuT durchgeführt.
Durch die Überexpression des c-erB-2/her-2-Rattentransgenes entwickeln die weiblichen
Tiere im Alter von ca. 3-4 Monaten spontan Mammakarzinome. Einer Hälfte der Tiere
wurde über eine subkutan eingesetzte osmotische Minipumpe Relaxin zugeführt, der an-
deren Hälfte wurde isotone Natriumchloridlösung verabreicht. Der Beobachtungszeitraum
der Tiere nach der Implantation betrug 10− 49 d. Danach wurden die Tiere eingeschläfert
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und eine Sektion und Probenentnahme durchgeführt. Die ordnungsgemäße Anwendung
der osmotischen Minipumpe wurde durch Bestimmung der peripheren Relaxinkonzentra-
tion überprüft. Um eine Aussage bezüglich der Wachstumsgeschwindigkeit und Prolifera-
tionsrate der Tumoren treffen zu können, wurden die Gewichte und Volumina der Tumo-
ren vermessen und der Proliferationsmarker Ki67 im Tumorgewebe dargestellt. Weiterhin
wurde überprüft, ob die exogene Zufuhr von Relaxin die Rekrutierung Tumor-assoziierter
Makrophagen (TAMs) stimulieren kann. Dazu wurde eine Makrophagenfärbung durch-
geführt. Die Blutspiegel von P4 und E2 wurden bestimmt um herauszufinden, ob die
Relaxinzufuhr auch einen Einfluss auf die Steroidhormonbiosynthese ausübt. Im Tumor-
gewebe wurden zudem immunhistochemisch der Relaxinrezeptor RXFP1 sowie der P4-
(PR) und E2-Rezeptor (ER) dargestellt, um eine mögliche Beeinflussung dieser Rezeptor-
dichte durch Relaxin detektieren zu können. Es wurde zusätzlich eine molekularbiologi-
sche Analyse der mRNA des RXFP1 im Tumorgewebe von Relaxin- und Kontrollgruppe
durchgeführt, um die immunhistochemische Analyse zu unterstützen.
2 Literaturübersicht
2.1 Das Mammakarzinom
Das Mammakarzinom ist ein bösartiger, unreifer Tumor, welcher vom Drüsenepithel der
Alveolen oder der Ausführungsgänge der Brustdrüse ausgeht (Welsch 2005). Die Brust-
drüse ist eine zusammengesetzte, tubuläre Drüse. Ihr entwicklungsgeschichtlicher Ur-
sprung aus einer Schweißdrüse ist durch das Fehlen verschiedener Bestandteile des Epi-
dermalorgankomplexes jedoch nur noch schwer erkennbar. Jede Brustdrüse besteht aus
15− 20 Drüsenlappen, den Lobi. Jeder dieser Lobi besitzt einen separaten Ausführungs-
gang und ist aus mehreren Drüsenläppchen, den Lobuli, zusammengesetzt. In diesen
Lobuli sind die Drüsenalveolen, die Azini, enthalten. Sie sind ausgekleidet von einem ein-
schichtigen Drüsenepithel, welches je nach Aktivitätsgrad seine Erscheinungsform ändert:
wird keine Milch gebildet, so ist das Epithel flach, wohingegen man während der Laktation
flache, iso- und hochprismatische Zellen beobachtet. Um dieses Drüsenepithel schließt sich
eine Myoepithelschicht, welche von lockerem mesenchymalen Bindegewebe umgeben ist.
Der Lobulus ist eingebettet in das so genannte Mantelgewebe, das größtenteils aus Kolla-
gen besteht. Das Gangsystem zur Ableitung der Milch ist mit einem zweischichtigen iso-
bis hochprismatischen Drüsenepithel ausgekleidet. Auch die Milchgänge sind von einem
lockeren Netz aus Myoepithelien umgeben. Die interlobulären Ausführungsgänge verei-
nigen sich zu großen Hauptausführungsgängen, welche sich im retromamillären Bereich
sinusoid erweitern und auf Höhe der Mamille enden (Welsch 2005).
Mammakarzinome werden je nachdem, ob das Tumorgewebe in den benachbarten
gesunden Zellverband hineinwächst oder nicht, in nichtinvasive und invasive Karzinome
unterteilt. Invasive Tumoren haben die Eigenschaft, durch die Überwindung der Basal-
membran Metastasen zu bilden (Regierer 2005b).
Bei den nichtinvasiven Karzinomen (Carcinoma in situ) ist noch eine klare Abgren-
zung zum gesunden Gewebe zu erkennen, da die Basalmembran noch nicht durchbrochen
wurde. Man unterscheidet, ob sich der Tumor aus dem Epithel des Gangsystems (Duktales
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Carcinoma in situ, DCIS) oder aus dem Epithel der Alveolen (Lobulares Carcinoma in
situ, LCIS) entwickelt. Das DCIS ist mit 95 % gegenüber dem LCIS die weitaus häufigere
Form (Regierer und Possinger 2005a). Nach dem Gesichtspunkt der Differenzierung
kann man histologisch folgende Tumortypen unterscheiden: schlecht differenzierte Tu-
moren werden als Komedo-Typ, gut differenzierte als Non-Komedo-Typ bezeichnet. Die
nichtinvasiven Karzinome werden aufgrund verbesserter Früherkennung im Vergleich zu
den invasiven Karzinomen häufiger entdeckt. Dabei sollte im Falle einer Diagnosestellung
das DCIS wie ein manifester Tumor betrachtet und behandelt werden, da es ein hohes
Risiko für ein sich entwickelndes invasives Wachstum birgt (Regierer und Possinger
2005a).
20− 30 % der mammografisch festgestellten Mammakarzinome werden als DCIS iden-
tifiziert. Die Therapie des DCIS besteht in einer lokalen Exzision. Eine systemische The-
rapie ist aufgrund des nichtinvasiven Wachstums nicht indiziert (Regierer und Pos-
singer 2005a). Man geht derzeit davon aus, dass das DCIS eine Frühform eines invasiv
wachsenden Tumors ist. Mit der Zeit bilden sich infiltrierende Zapfen, die die Basalmem-
bran durchbrechen und so das läppchenumliegende Bindegewebe invasiv durchwachsen.
Deshalb ist eine chirurgische Therapie immer nötig (Boyages et al. 1999).
Das LCIS ist eigentlich noch kein Karzinom und auch keine Karzinomvorstufe. Es ist
lediglich ein Hinweis auf das Risiko, dass sich ein Karzinom entwickeln könnte (Stegner
1986). Es finden sich keinerlei klinische oder mammografisch feststellbare Veränderungen.
Dadurch ist das LCIS meist ein Zufallsbefund prämenopausaler Frauen im Alter von
35− 45 Jahren. Das Risiko, dass sich bei einer Frau mit LCIS ein Karzinom in der ipsi-
oder kontralateralen Brust entwickelt, liegt bei 1− 1,5 % und dauert zwischen 15− 20
Jahren (Bani et al. 2006).
Invasive Tumoren zerstören das ihnen benachbarte gesunde Gewebe, indem sie in
dieses hineinwachsen. Die Wachstumsmuster der invasiven Karzinome der Brustdrüse
sind äußerst vielfältig. Meist ist allerdings eine sternförmige Struktur erkennbar (Steg-
ner 1986). Man unterscheidet auch hier nach dem Ursprung der entarteten Zellen aus
dem Epithelverband der Gangsysteme (Invasives duktales Karzinom, IDC) oder der Drü-
senendstücke (Invasives lobulares Karzinom, ILC).
Das IDC ohne spezielle Differenzierung ist der Prototyp des Brustdrüsenkrebses (Steg-
ner 1986). Es ist der häufigste Tumortyp und damit die häufigste Brustkrebsform. Die
Hälfte der Fälle ist mit DCIS vergesellschaftet, zu 3− 5 % findet man LCIS (Regierer
2005b; Stegner 1986).
Das ILC macht 10− 20 % aller Mammakarzinome aus. Zu 70 % entsteht es als Folge
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einer LCIS, zu 15 % findet man es in Kombination mit DCIS. Die Prognose ist beim ILC
weitaus besser als beim IDC (Regierer 2005b).
Sehr viele Einflussfaktoren spielen bei der Brustkrebserkrankung eine Rolle. Wesent-
lich sind dabei vor allem das Lebensalter, genetische Disposition sowie bereits erlittene
Brustkrebserkrankungen (Brenner et al. 1993). Weiterhin gibt vor allem die Familien-
anamnese Aufschluss über eventuell vorhandene genetische Einflussfaktoren. So werden
zum Beispiel in 5− 6 % der Brustkrebsfälle ererbte Anfälligkeiten, wie Mutationen an
den so genannten Breast Cancer Genen 1 und 2 (BRCA 1 und 2), als Determinanten der
Erkrankung identifiziert. Für Merkmalsträger besteht ein lebenslanges Erkrankungsrisiko
von 60− 85%. Daneben konnten noch mindestens sechs weitere Gene identifiziert werden,
welche wahrscheinlich eine Anfälligkeit für Brustkrebs verursachen (Greene 1997).
Es scheint noch eine Reihe weiterer Einflussfaktoren zu geben, die vor allem mit der
Lebensweise und anderen äußeren Gegebenheiten in Verbindung stehen. Nulliparität und
spätes Erstgebären (nach dem 30. Lebensjahr) scheinen das Risiko zu steigern, nach
Vollendung des 50. Lebensjahres an Brustkrebs zu erkranken. Dagegen wird dem Stillen
ein protektiver Effekt zugeschrieben (Regierer und Possinger 2005c; Greene 1997).
Weiterhin scheinen verschiedene Hormone das Brustkrebswachstum beeinflussen zu
können. Ein wichtiger Vertreter in diesem Zusammenhang ist das Peptidhormon Relaxin.
Im Rahmen der Untersuchung anderer Tumorerkrankungen konnte sich bereits der Ver-
dacht bestätigen, dass hohe Relaxinspiegel einen förderlichen Einfluss auf die Proliferation
von Tumorzellen ausüben (Silvertown 2003b). Kamat et al. (2006) konnten den Beweis
erbringen, dass hohe Blutrelaxinspiegel bei Patientinnen mit Endometriumskarzinomen
mit einem invasiven Tumorwachstum und einer geringeren Überlebensrate einhergehen.
FENG et al. (2007) zeigten in einer Untersuchung von Patienten mit Prostatakarzinomen,
dass hohe Blutrelaxinspiegel im Zusammenhang mit einer stärkeren Rezidivierungsnei-
gung stehen. Bei der Untersuchung des Zusammenhangs zwischen Blutrelaxinspiegel und
Wachstum von Mammakarzinomen lassen die Ergebnisse mehrerer Studien die Vermu-
tung zu, dass Relaxin entscheidend zu Wachstum und Proliferation der Mammatumoren
beiträgt (Binder et al. 2002; Binder et al. 2004; Hombach-Klonisch et al. 2000; Bin-
der et al. 2001).
Tumorproliferation ist verbunden mit einer Modulation im Bindegewebsstoffwechsel,
die über MMPs vermittelt wird (Woessner und Nagase 2000). Relaxin nimmt nach-
weislich Einfluss auf diese Enzymfamilie und trägt dadurch zum bindegewebigen Umbau
bei. Deshalb wurde in der vorliegenden Arbeit die Anzahl der Makrophagen im Tumor-
stroma als Faktor der Geweberemodellierung analysiert.
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Neben Relaxin scheinen auch die Sexualhormone E2 und P4 in das Tumorgesche-
hen involviert zu sein. Die Einnahme von Steroidhormonen in Form oraler Kontrazep-
tiva steht im Verdacht, das Brustkrebsrisiko maßgeblich zu erhöhen (Rosenberg et al.
1996; La Vecchia et al. 1995). Das Steroidhormon E2 steht in einem engen funktionel-
len Zusammenhang mit dem Peptidhormon Relaxin. Beide Hormone nehmen durch die
Förderung von Proliferation und Wachstum zueinander eine synergistische Stellung ein
und sind deshalb für die vorliegende Arbeit bedeutsam (Pillai et al. 1999). P4 wird als
Gegenspieler von E2 angesehen (Gompel et al. 2004) und wird deshalb im vorliegenden
Experiment ebenfalls untersucht.
Im Folgenden sollen Synthese, molekulare Struktur und Signaltransduktion der Hor-
mone Relaxin, E2 und P4 und deren Rezeptoren erklärt und ein Einblick in die physiolo-
gischen und pathologischen Funktionsmechanismen gegeben werden.
2.2 Das Peptidhormon Relaxin und seine Rezeptoren
Relaxin gehört zu einer Hormongruppe, welche als Relaxin Family Peptides bezeichnet
wird. Darin werden das Relaxin-1, -2, -3 sowie das Insulin-like Peptide 3 (INSL3), 4
(INSL4), 5 (INSL5) und 6 (INSL6) zusammengefasst (Bathgate et al. 2006b). Alle
Hormone dieser Familie sind dem Insulin sehr ähnlich und gleichen sich im Aufbau und
somit im Bindungsverhalten an ihre Rezeptoren. Dennoch nehmen sie im Organismus
die verschiedensten Funktionen war, die äußerst speziesspezifisch sind (Samuel et al.
2007b). Beim Menschen unterscheidet man drei Relaxingene (RLN1, RLN2 und RLN3),
welche für die drei humanen Relaxine H1, H2 und H3 kodieren. Nicht-Primaten wie
Schweine, Hunde oder Haie besitzen nur ein Relaxingen, welches für das Relaxin 2 ko-
diert (Ivell und Einspanier 2002b). Das Expressionsprodukt des humanen RLN2,
also das H2 Relaxin, ist die funktionelle Entsprechung des RLN1 Expressionsprodukts
bei Nichtprimaten (Samuel et al. 2007b). Bei Ratten und Mäusen wurde in Analogie
zum menschlichen H3-Relaxin ein zweites Relaxingen gefunden, welches als M3 bezeich-
net wird (Bathgate et al. 2002; Burazin et al. 2002). Wird im Folgenden von Relaxin
gesprochen, so ist damit immer das H2 Relaxin gemeint.
Die folgenden Kapitel beschäftigen sich ausschließlich mit der Bedeutung des Peptid-
hormons im weiblichen Organismus.
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2.2.1 Molekulare Struktur und Synthese
Das humane Relaxinmolekül ist ein 6300 Da großes Peptidhormon, welches nach dem
für die Proteinbiosynthese typischen Prozess der posttranslationellen Prozessierung durch
limitierte Proteolyse als Präprorelaxin synthetisiert wird (Bryant-Greenwood und
Schwabe 1994). Wie in Abbildung 2.1 dargestellt, besteht diese Präkursor-Form aus
einer A- und B-Kette, einem Verbindungspeptid (C-Domäne) und einem Signalpeptid.
Durch Abspaltung des Signalpeptids entsteht das Pro-Relaxin, welches schon eine dem Re-
laxin vergleichbare Wirkung hat (Bryant-Greenwood und Schwabe 1994). Aufgrund
der Strukturanalogien zum Insulin wird vermutet, dass die Abspaltung der C-Domäne und
damit die Synthese des Relaxins durch die Prohormon-Konvertasen PC-1 bzw. PC-2 ge-
schieht (Marriott 1992). Die Funktion der C-Domäne bis zu ihrer Abspaltung besteht
wahrscheinlich in der Stabilisierung der korrekten Molekülformation, wodurch die Ausbil-
dung der Disulfidbrücken möglich wird (Klonisch et al. 1999). Die drei Disulfidbrücken
sind ebenfalls in Abbildung 2.1 dargestellt: zwei Disulfidbrücken verbinden die Kette A
mit der Kette B, eine weitere für die Aktivität essentielle Disulfidbrücke befindet sich
innerhalb der Kette A (Bedarkar et al. 1977).
Die Sequenzen der Ketten haben bei den verschiedenen Säugetierspezies einen Homo-
logiegrad von 40− 70 %. Da die Disulfidbrücken sich nahezu immer an den gleichen Posi-
tionen befinden, kann man davon ausgehen, dass die verschiedenen Relaxine bei den ver-
schiedenen Säugerspezies sehr ähnliche Tertiärstrukturen haben (Bryant-Greenwood
und Schwabe 1994; Bullesbach und Schwabe 1994).
Die Stelle, mit welcher das Peptidhormon eine Interaktion mit seinen Rezeptoren ein-
geht, befindet sich in der B-Kette und ist in Abbildung 2.1 mit ! (für Rezeptor) ge-
kennzeichnet. Diese Domäne besteht unter anderem aus zwei aktiven Argininresten. Die
A-Kette indessen scheint die Funktion zu haben, eine Bindung des Relaxins nur an sei-
nen eigenen Rezeptor zu ermöglichen und nicht an die der anderen Hormone aus der
Relaxinfamilie (Bathgate et al. 2006a).
Die Orte der Relaxinsynthese sind sehr vielfältig und speziesspezifisch sehr unter-
schiedlich. Hauptsyntheseort sind das Corpus luteum, die Placenta und der Uterus
(Bathgate et al. 2006a; Sherwood 2004; Anthony 1999). Neben diesen Hauptsyn-
theseorten gibt es sekundäre Syntheseorte für Relaxin. Die hier synthetisierten Mengen
scheinen vor allem lokale auto- und parakrine Funktionen zu erfüllen (Bathgate et al.
2006a).
Das Corpus luteum cyclicum ist Hauptsyntheseort von Relaxin bei Mensch, Schwein,
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Abbildung 2.1: Das Präkursormolekül Präprorelaxin. Schematische
Darstellung der A-, B- und C-Domäne, der Disulfidbrücken
sowie des Signalpeptids nach Ivell und Einspanier 2002.
Ratte und Maus. Bei Pferd, Katze, Hund, Kaninchen und Goldhamster wird Relaxin
hauptsächlich in der Plazenta gebildet, beim Meerschweinchen im Uterus. Sekundäre
Syntheseorte sind beim Menschen Decidua und Placenta, beim Pferd das Corpus lu-
teum, bei der Hündin das Ovar und bei Schwein, Ratte und Kanichen der Uterus. Die
Relaxinsythese im Corpus luteum gravididatus ist bei Mensch, Pferd, Katze und Meer-
schweinchen nicht essentiell für den Erhalt der Schwangerschaft, da während dieser Zeit
die Hormonsynthese in den sekundären Syntheseorten bedeutsamer ist (Goldsmith und
Weiss 2009; Sherwood 1994a). Wiederkäuer bilden im Corpus luteum hauptsächlich
RLF bzw. INSL3 (Anthony 1999), was bei Maus, Schwein und Mensch nur in ganz ge-
ringen Konzentrationen in Uterus, Ovar und Mammagewebe nachweisbar ist (Ivell und
Einspanier 2002b; Hombach-Klonisch et al. 2000). Wahrscheinlich nimmt der RLF
zumindest beim Wiederkäuer Funktionen des Relaxins wahr (Bathgate et al. 1999; An-
thony 1999).
Das im Corpus luteum cyclicum synthetisierte Relaxin wird vorerst in sekretorischen
Granula gespeichert und gelangt dann ins Blut. Ab dem 6. d nach der Ovulation steigt
bei der Frau die Relaxinkonzentration im Blut an, bis sie am 10. d ein Maximum von 100
pg/ml erreicht. Bei einer nicht schwangeren Frau fallen die Werte danach wieder rasch
ab (Bryant-Greenwood und Schwabe 1994). Im Falle einer Schwangerschaft steigt
der Wert auch nach dem 10. d weiter an, bis er in der 10. Schwangerschaftswoche bei
900 pg/ml stagniert. Danach fällt er auf ca. 500 pg/ml ab und bleibt bis zur Geburt
konstant. Teilweise wird von Relaxinkonzentrationen über 2000 pg/ml in der 10.−14.
Schwangerschaftswoche berichtet (Petersen et al. 1995).
Beim Nager werden Höchstwerte an Relaxin im Östrus beobachtet. Während der
Trächtigkeit bei der Maus beginnt die Relaxinsynthese am 12. d, steigt dann bis zum 18.
d auf Werte von bis zu 160 ng/ml an, um ein paar Stunden vor der Geburt dramatisch
abzufallen (Ivell und Einspanier 2002b). Kurze Zeit nach der Geburt ist wieder das
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Ausgangslevel erreicht. Obwohl bei der tragenden Maus im letzten Drittel der Träch-
tigkeit Relaxin-mRNA im Ovar nachgewiesen werden kann, gibt es keine Hinweise auf
Relaxinexpression im Uterus oder in der Plazenta beim Nager (Ivell und Einspanier
2002b; Bryant-Greenwood und Schwabe 1994), wohingegen beim Menschen das H1
Relaxin an dieser Stelle parakrin sezerniert wird (Bryant-Greenwood 1991).
Der Vergleich der Hormonprofile von Mensch und Nager lässt also zwei Unterschiede
erkennen: erstens ist der Verlauf der endokrinen Relaxinexpression bei diesen Spezies
unterschiedlich, und zweitens wird bei der Frau als höchster Wert lediglich ein Hundertstel
der gemessenen Werte beim Nager ermittelt. Diese Beobachtung führte zu der Annahme,
dass bei der Frau zusätzlich eine parakrine Ausschüttung stattfindet, während beim Nager
das Hormon ausschließlich endokrin sezerniert wird (Ivell und Einspanier 2002b).
2.2.2 Relaxinrezeptor
Der Relaxinrezeptor gehört zur Familie der heptahelicalen Rezeptoren mit 7 Transmem-
brandomänen (Hsu et al. 2002). Die Rezeptoren dieser Familie sind aus 400-500 Amino-
säuren aufgebaut und haben eine Molekularmasse zwischen 60 und 80 kDa. Die sieben
Helices liegen in der Zellmembran, wobei der N-Terminus extra- und der C-Terminus in-
trazellulär angeordnet ist. Die besonders große zytoplasmatische Schleife zwischen der 5.
und 6. Transmembrandomäne ist dabei für die Wechselwirkung mit einem heterotrimeren
G-Protein verantwortlich (Hanoune et al. 1997; Iyengar 1993).
Man unterscheidet in der Relaxin-Rezeptor-Familie vier verschiedene Rezeptoren. Frü-
her wurden diese als leucin-rich-repeat-containing-guanine-nucleotide-binding-coupled-re-
ceptors (LGR) bezeichnet. Später wurden sie dann in relaxin-family-peptid-receptors
(RXFP) umbenannt. Man unterscheidet den RXFP1, welcher die Bindungsstelle des Re-
laxins 1 und 2 darstellt, den RXFP2, an welchen der RLF bindet, den RXFP3 (früher als
GPCR135 bezeichnet) als Rezeptor des Relaxin-3 und den RXFP4 (früher als LGPCR142
bezeichnet) als Bindungsstelle für das INSL 5 (Bathgate et al. 2006b).
Die Signalübertragung am RXFP2 wird bei Bindung von RLF über ein Adenylatcyc-
lasesystem vermittelt. Außerdem reagiert dieser Rezeptor sensitiv auf Pertussis To-
xin (Bathgate et al. 2006b). Die beiden Rezeptoren RXFP3 und 4 hemmen das
Adenylatcyclasesystem, wobei der RXFP3 zusätzlich eine aktivierende Wirkung auf die
extracellular-signaling-regulated-kinase 1 und 2 (Erk1/2) haben kann (Bathgate et al.
2006b).
Obwohl der RXFP2 meist die Bindungsstelle für INSL3 darstellt, kann mit weitaus
geringerer Affinität auch Relaxin an ihn binden. Diese partielle Kreuzreaktivität hat man
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bis jetzt allerdings nur beim Menschen beobachtet (Dessauer und Nguyen 2005). An
dieser Stelle sei noch erwähnt, dass Relaxin in bestimmten Fällen auch den Glukokor-
tikoidrezeptor aktivieren kann. Dies geschieht über die Aktivierung des Glukokortikoid-
Promotors (Dschietzig et al. 2006).
Die folgenden Abschnitte geben einen Überblick über die verschiedenen Signaltrans-
duktionswege am RXFP1, die in engem Zusammenhang mit der Multifunktionalität des
Peptidhormons stehen (Ivell et al. 2005).
2.2.3 Signalübertragung am Relaxinrezeptor
Die Bindung von Relaxin an den RXFP1 bewirkt eine Aktivierung des Adenylatcyclasesys-
tems und damit eine Erhöhung des intrazellulären Gehalts an cyclischen Adenosin-
monophosphat (cAMP) (Bathgate et al. 2006b; Halls et al. 2009). Besonderes
Merkmal der durch Relaxin hervorgerufenen cAMP-Synthese ist ihr biphasisches Expres-
sionsmuster. Man beobachtet zuerst einen schnellen Anstieg des cAMP, danach einen
leichten Abfall und dann eine langsame Phase 2 mit stetig hoher cAMP-Konzentration
(Braddon 1978; Sanborn et al. 1980; Cheah und Sherwood 1980; Hsu et al. 1985).
Dieser durch Relaxin hervorgerufene konstant hohe cAMP-Spiegel in Phase 2 ist un-
ter physiologischen Bedingungen zum Beispiel erforderlich für die konstante Hemmung
der Oxytocinproduktion (Dodge und Sanborn 1998), die Differenzierung des Myome-
triums und die Angiogenese während der Schwangerschaft (Gellersen und Brosens
2003; Nguyen und Dessauer 2005).
Die durch Relaxin bewirkte cAMP-Erhöhung entspricht in dieser biphasischen Form
nicht dem cAMP-Synthesemuster, welches bei allen anderen G-Protein gekoppelten Trans-
membrandomänenrezeptoren bekannt ist (Ivell et al. 2005). Normalerweise führt der
Anstieg der intrazellulären cAMP-Konzentration zur Aktivierung der Phosphodiesterase
und damit zum schnellen Abfall des cAMP-Spiegels (Hanoune et al. 1997; Iyengar
1993). Verschiedene Arbeitsgruppen kamen zu dem Ergebnis, dass diese zellspezifische
Phosphodiesterase durch Relaxin gehemmt wird (Bartsch et al. 2004; Ivell et al.
2005). Da es also durch die Relaxin-bedingte Hemmung der Phosphodiesterase nicht zum
Abbau des cAMP kommt, sinkt die Konzentration an cAMP nicht aufs Ausgangsniveau
ab, sondern bleibt in der zweiten Phase auf einem konstant hohen Niveau.
Ein zweiter Faktor, welcher das biphasische cAMP-Expressionsmuster beeinflusst, ist
die aktivierende Wirkung von Relaxin auf die Proteinkinase Cζ (PKCζ). Die PKCζ
wirkt aktivierend auf das Adenylatcyclasesystem, was als positivier Feedbackmechanismus
einen fördernden Einfluss auf die cAMP-Synthese hat (Nguyen und Dessauer 2005;
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Kalbag et al. 1991; Dessauer und Nguyen 2005; Monga et al. 1996; Wolf et al.
1992; Dodge und Sanborn 1998; Kawabe et al. 1994).
Weiterhin scheint Relaxin eine aktivierende Wirkung auf Rezeptor-Tyrosinkinasen
auszuüben, deren Aktivierung stets mit Zellproliferation und Geweberegenerierung ver-
bunden ist (Halls et al. 2009). Verschiedene Arbeitsgruppen kamen zu dem Ergebnis,
dass die Inkubation von THP1-Zellen oder endometrialen Stromazellen (ESC) mit Tyro-
sinkinaseinhibitoren zur Aufhebung der Relaxinwirkung am RXFP1 führt (Bartsch et al.
2001; Palejwala et al. 2001). Das lässt die Vermutung zu, dass der RXFP1 eventuell
mit einer Tyrosinkinaseaktivität gekoppelt ist. Wie Relaxin auf das Tyrosinkinasesystem
Einfluss nimmt, ist derzeit noch nicht völlig geklärt (Palejwala et al. 2001).
Relaxin führt weiterhin zur Phosphorylierung verschiedener Enzyme der Familie der
Mitogen-aktivierten-Proteinase-Kaskade (MAPK), und zwar der signalregulierten
Kinase 1 (Erk1) und 2 (Erk2) (Zhang et al. 2002). Im Ergebnis führt diese Aktivierung
auch zur Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors cAMP-response-element-bin-
ding-protein (CERBP) (Zhang et al. 2002). Weitere durch Relaxin aktivierte Wachs-
tums- und Transkriptionsfaktoren sind der vasoaktive endotheliale Wachstumsfak-
tor (VEGF) (Parsell et al. 1996; Dessauer und Nguyen 2005), der transformie-
rende Wachstumsfaktor β (TGF-β) (Heeg et al. 2005; Samuel et al. 2007a), der
nukleäre Faktor κB (NFκB) (Ho und Bagnell 2005) sowie die Transkriptionsfakto-
ren Fox01a und STAT5 (Gellersen und Brosens 2003). Zusätzlich scheint Relaxin
das Signalmolekül Stickoxid (NO) aktivieren zu können, was seine Bedeutung bei der
Regulation von Zellproliferation und Zelltod unterstreicht (Bathgate et al. 2006b).
2.2.4 Funktionen des Relaxins
Nach seiner Entdeckung war Relaxin zunächst nur als schwangerschaftsassoziiertes Hor-
mon bekannt. Heute weiß man, dass die biologischen Wirkungen des Peptidhormons
äußerst vielfältig sind, da immer wieder neue Funktionen entdeckt werden (Samuel et al.
2007b; Schwabe und Büllesbach 1994). Dabei ist die Wirkungsweise des Peptidhor-
mons speziesspezifisch sehr unterschiedlich. Relaxin ist nicht nur in seiner systemisch
zirkulierenden Form von Bedeutung, sondern wirkt auch als parakrin bzw. autokrin se-
zernierte Substanz (Samuel et al. 2007b).
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2.2.4.1 Bindegewebsstoffwechsel
Schon die Betrachtung der Erstbeschreibung von Relaxin durch HISAW (1926) lässt erah-
nen, dass das Peptidhormon auf den Bindegewebsstoffwechsel Einfluss nimmt, da man un-
ter Relaxineinfluss eine Erschlaffung des Ligamentum interpubicum sowie eine Erweichung
des Geburtsweges beim Meerschweinchen beobachtet hat. Es konnte mittlerweile durch
Untersuchungen an verschiedenen humanen Geweben bewiesen werden, dass Relaxin eine
Hemmung der Synthese von Kollagen Typ I und III bewirkt und gleichzeitig eine gestei-
gerte Expression und Aktivierung der MMPs hervorruft (Binder et al. 2002; Unemori
und Amento 1990; Unemori et al. 1996; Palejwala et al. 2001).
Die MMPs sind eine Untergruppe der Proteinasen. Besonderes Merkmal dieser En-
zyme ist das Zinkatom im aktiven Zentrum. Man schätzt, dass es ungefähr 200 verschie-
dene Metalloproteinasen gibt (Woessner und Nagase 2000). Allen MMPs gemein-
sam ist ihre Hemmbarkeit durch die so genannten tissue-inhibitors-of-metalloproteinases
(TIMPs) sowie die Sequenzähnlichkeit mit der Kollagenase-1 (MMP-1) (Visse und Na-
gase 2003). Sie sind aufgebaut aus einem Signalpeptid, einem Propeptid sowie einer
katalytischen Domäne, welche das Zinkatom trägt, und einer Hemodexin-Domäne. Sie
werden in der Zelle als Enzymvorstufe synthetisiert und dann extrazellulär in die aktive
Form überführt (Woessner und Nagase 2000).
Die zentrale Funktion der MMPs ist der Abbau verschiedenster extrazellulärer Sub-
stanzen. Die Auflösung dieser extrazellulären Matrix ist Voraussetzung für eine Vielzahl
physiologischer Prozesse, so zum Beispiel für die Implantation der Blastozyste, die em-
bryonale Entwicklung, die Organmorphogenese, das Nervenwachstum, die Ovulation, die
zervikale Erweichung sowie für die Wundheilung, den Haarwachstumszyklus und die An-
giogenese (Nagase und Woessner 1999). MMP-1 beispielsweise wandelt Kollagen in
Gelatin um, welches dann weiter von der MMP-2 und -9 abgebaut wird. Die MMP-3 über-
nimmt wichtige Funktionen beim Abbau verschiedenster Bestandteile der extrazellulären
Matrix (ECM) (Visse und Nagase 2003).
Durch diese kollagenolytische Wirkung im Zusammenhang mit den MMPs hat Rela-
xin beim Menschen antifibrotische Effekte an verschiedenen Organen, wie zum Beispiel an
Lunge, Niere und Herz (Bathgate et al. 2003; Samuel et al. 2003; Dschietzig et al.
2001; Garber et al. 2001). Auf der Basis dieser Beobachtung entstand in der Vergangen-
heit die Idee, Relaxin klinisch in der Therapie verschiedener Erkrankungen einzusetzen,
die mit einer Fibrosierung und einer gesteigerten Kollagensynthese einhergehen. Zum Bei-
spiel wurden schon sehr früh Versuche unternommen, die Wirksamkeit von Relaxin bei
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Sklerodermie (Carsten und Boucek 1958) zu untersuchen oder durch Relaxinapplika-
tion eine Zervixerweichung herbeizuführen (MacLennan et al. 1958).
Neben der Beteiligung am Kollagenstoffwechsel nimmt Relaxin auch Einfluss auf die
Gestaltung anderer Komponenten der ECM. In diesem Zusammenhang ist besonders die
unterstützende Wirkung des Peptidhormons in Kombination mit Steroidhormonen auf
die Lamininsynthese im Endometrium erwähnenswert (Bani et al. 1995). Die Lami-
ninsynthese ist zur Realisierung der Implantation der Blastozyste zwingend erforderlich
(Michie und Head 1994). Wahrscheinlich kann diese Entdeckung dazu dienlich sein,
in Zukunft die in vitro Fertilisation beim Menschen durch gezielte Relaxinapplikation zu
unterstützen (Bani 1997).
Die Bedeutung von Relaxin in der Regulation des Bindegewebsstoffwechsels und Kolla-
genabbaus ist wahrscheinlich die Schlüsselfunktion, durch welche das Hormon auch andere
Funktionskreisläufe beeinflussen kann, welche nachfolgend erläutert werden sollen.
2.2.4.2 Reproduktionsbiologie
Seinen Namen erhielt Relaxin aufgrund seiner Fähigkeit, eine Verlängerung des Liga-
mentum interpubicum und eine Erweichung des Geburtsweges als Vorbereitung auf die
Geburt herbeizuführen (Hisaw 1926). Diese Effekte stehen in engem Zusammenhang mit
den Funktionen des Peptidhormons im Bindegewebesstoffwechsel (Samuel et al. 2007a).
Relaxin ist entscheidend an der Ovulationskontrolle bei der Frau beteiligt. Durch die
Aktivierung spezifischer, bindegewebsabbauender Enzyme, wie zum Beispiel den Gewebe-
Plasminogen-Aktivator sowie Proteoglykanasen und Kollagenasen, wirkt es erweichend
auf die Follikelwand ein und ermöglicht somit den Eisprung (Bryant-Greenwood und
Schwabe 1994).
Während der Lutealphase bei der Frau unterstützt Reaxin die Dezidualisierung der En-
dometriumszellen. Prolaktin als wichtigstes Hormon in dieser Differenzierungsphase wird
von Relaxin über einen cAMP-abhängigen Signalweg aktiviert (Telgmann und Geller-
sen 1998). Während der Schwangerschaft unterstützt Relaxin die Implantation des Em-
bryos über verschiedene Signalwege (Einspanier et al. 2009;Dschietzig et al. 2006), in-
dem es die Endometriumszellen zur Differenzierung anregt (Telgmann und Gellersen
1998) und durch die anregende Wirkung auf die Neovaskularisation für eine bessere Durch-
blutung des Uterus sorgt (Einspanier 2000). Während der gesamten Schwangerschaft
hat Relaxin eine vasoaktive Wirkung im Endometrium durch die Stimulation des VEGF,
wodurch es zur Neovaskularisation des endometrialen Gewebes kommt (Unemori et al.
1999). Die Uterusmotilität wird durch Relaxin in den letzten Wochen vor der Geburt
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gehemmt (Bathgate et al. 2006a). Dieser Effekt wird über verschiedene Signalwege
vermittelt. Zum einen bewirkt Relaxin wahrscheinlich durch die cAMP-Synthese eine
mangelhafte Phosphorylierung der Myosin-leichte-Ketten-Kinase (MLCK) und dadurch
eine Erschlaffung der kontraktilen Elemente (Sanborn 1986). Zum anderen wird in der
Myometriumszelle eine Minderung des intrazellulären Ca2+-Einstroms bewirkt, wodurch
es zu einer mangelhaften Ausbildung des Ca2+-Calmodulin-Komplexes und damit zu kei-
ner Aktivierung der MLCK kommen kann (Anwer 1989). Es scheint, als ob das humane
Myometrium relativ unempfindlich auf diese Relaxinwirkung reagiert, wohingegen bei ei-
ner Vielzahl anderer Spezies wie Ratte (Anwer 1989), Schwein und Meerschweinchen
(Sherwood 1994b) durch Relaxin Amplitude und Frequenz spontaner Kontraktionen
des Myometriums gehemmt werden.
Die Relaxinwirkung während der Geburt geht einher mit dem Ablösen der Dezidua
bzw. Plazenta von der Uteruswand durch kollagenolytische Prozesse (Bathgate et al.
2006a). In diesem Zusammenhang sind vor allem die MMP-1, -2, -3 und -9 von Bedeu-
tung, welche durch Relaxin aktiviert werden. Bei Ratte und Schwein ist die Erhöhung
des Blutrelaxinspiegels kurz vor der Geburt in Zusammenhang mit einer erfolgreichen
Erweiterung des Geburtsweges nachgewiesen (Sherwood 1994b). Bei der Frau kann
man einen derartigen Anstieg der Relaxinkonzentration im Blut nicht beobachten. Daher
geht man davon aus, dass die Wirkung des Peptidhormons über eine parakrine Sekretion
durch Dezidua bzw. Plazenta vermittelt wird oder durch eine Sensitivitätssteigerung der
Relaxinzielzellen auftritt (Bathgate et al. 2006a).
2.2.4.3 Wachstum und Differenzierung der Mamma
Die Brustdrüse ist ebenfalls einer der Hauptzielorte des Relaxins. Wie zahlreiche Untersu-
chungen in den vergangenen Jahren zeigen konnten, wird Relaxin im Brustdrüsengewebe
der Frau in erhöhten Konzentrationen nachgewiesen und fördert dort unter physiologi-
schen Bedingungen Wachstum und Entwicklung sowohl des Parenchyms, als auch des
Stromagewebes, vor allem in Vorbereitung auf die Laktation (Binder et al. 2002; Ta-
shima et al. 1994). Der laktationsvorbereitende Effekt wurde erstmalig von HAMOLSKY
und SPARROW (1945) beschrieben. BANI et al. (1984, 1985) konnten den Beweis erbrin-
gen, dass die Entwicklung des Brustdrüsengewebes durch Relaxin nur im Zusammenhang
mit einer vorbereitenden Wirkung von Östrogen beobachtet werden kann, da das Steroid-
hormon die Ausbildung der Relaxinrezeptoren in der Brustdrüse zu bewirken scheint.
Als vorbereitende Wirkung auf die Laktation kann weiterhin die Auflösung der amor-
phen Grundsubstanz in der Brustdrüse angesehen werden, welche wahrscheinlich durch die
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aktivierende Wirkung von Relaxin auf die MMPs hervorgerufen wird. Parallel dazu wird
das Wachstum und die Differenzierung von Adipozyten und Fibroblasten im Stroma der
Brustdrüse angeregt (Bani und Bigazzi 1984; Bani et al. 1985; Bianchi et al. 1986).
2.2.4.4 Herzkreislaufsystem
Eine weitere entscheidende Rolle spielt Relaxin bei der Regulation des Herzkreislaufsys-
tems. Seine vasodilatative Wirkung auf die Gefäße des Endometriums und Myometriums
bei Ratte und Maus (Vasilenko et al. 1986; Bani et al. 1995), des Gesäuges der Maus
(Bani und Bigazzi 1984), der Kropfsackmukosa der Taube (Bigazzi et al. 1988) und des
Mesozäkums der Ratte (Bigazzi et al. 1986) ist schon seit längerem bekannt. In den Ge-
fäßen der Leber (Bani et al. 2001) und des Zäkums (Bigazzi et al. 1986) bewirkt es eine
höhere Durchblutungsrate und kann somit auch dort als Antagonist der Vasokonstriktoren
angesehen werden. Außerdem konnte bewiesen werden, dass Relaxin den Blutdruck bei
hypertensiven Ratten senken kann (St-Louis undMassicotte 1985;Massicotte et al.
1989).
Relaxin ist weiterhin beteiligt an schwangerschaftsassoziierten Änderungen im Kreis-
laufsystem, wie der graviditätsbedingten glomerulären Hyperfiltration bei der Frau. Durch
die Bindung an den RXFP2 wird eine Signalkaskade ausgelöst, welche zur vermehrten
Synthese des Vasodilatators NO führt. Dadurch sinkt der Gefäßwiderstand in den Nie-
rengefäßen und die renale Durchflussrate erhöht sich (Bathgate et al. 2006b). Durch die
gleiche Signalkaskade wie in der Niere führt Relaxin auch zur Vasodilatation in den Arte-
rien, Venen und Kapillaren des Reproduktionstraktes während der Gravidität (Bani et al.
1998).
Im Herzen von Nagetieren bewirkt Relaxin einen weiteren besonderen Mechanismus:
es führt zur Ausschüttung des Atrialen Natiuretischen Peptides (ANP) und damit zu
einer erhöhten Harnausscheidung (Toth et al. 1996). Damit wirkt Relaxin positiv chro-
notroph. Auch bei der Frau ist ein erhöhtes Herzminutenvolumen im Zusammenhang mit
steigenden Relaxinblutspiegeln während der Schwangerschaft erwiesen (Kakouris et al.
1992; Bell et al. 1987).
2.2.4.5 Hirnstoffwechsel
Relaxin scheint an der zentralen Regulation von Blutdruck und Flüssigkeitshaushalt so-
wie der Steuerung der Ausschüttung hypothalamischer Hormone beteiligt zu sein, da die
Relaxinrezeptoren RXFP2, RXFP3 und RXFP4 im Gehirn der Ratte in den Regionen des
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olfaktorischen Systems, des Neocortex, des Hypothalamus, des Mittelhirns und der Me-
dulla oblongata dargestellt werden konnten (Osheroff und Phillips 1991). Relaxin übt
bei der Ratte eine anregende Wirkung auf die Vasopressinausschüttung in der Epiphyse
aus (Parry und Summerlee 1991), was die Flüssigkeitsaufnahme anregt (Summerlee
und Robertson 1995). Durch die Entdeckung, dass Relaxin an das Circumventriku-
läre Organ und das Organum vasculosum bindet, konnte der Beweis erbracht werden,
dass Relaxin auch die Plasmaosmolarität des Blutes herabsetzt (McKinley et al. 1997).
Während der Schwangerschaft nimmt die Menge an extrazellulärer Flüssigkeit zu und die
Plasmaosmolarität des Blutes ab (Lindheimer et al. 1989). Es scheint also, als ob die
Anpassung des Flüssigkeitshaushaltes des Organismus an eine Schwangerschaft maßgeb-
lich durch die Relaxinbindung in bestimmten Hirnbereichen reguliert wird (Osheroff
und Phillips 1991).
2.3 Die Steroidhormone 17β-Östradiol und Progesteron
E2 und P4 spielen eine entscheidende Rolle in der Physiologie des weiblichen Organismus.
Sie sind beteiligt an der Erhaltung der Gewebehomeostase, welche aus einem Gleich-
gewicht zwischen Zellproliferation, Zelldifferenzierung und Zelltod resultiert. Viele der
Moleküle, welche hier regulierend eingreifen wie Relaxin, MMPs und verschiedene Wachs-
tumsfaktoren, werden von Steroidhormonen beeinflusst (Gompel et al. 2004).
Die folgenden Abschnitte geben einen Überblick über Funktion und Bedeutung von
E2 und P4 im weiblichen Reproduktionstrakt und vor allem in der Brustdrüse.
2.3.1 17β-Östradiol
E2 ist ein wichtiges Sexualhormon aus der Gruppe der Östrogene. Ihm kommt neben
dem Östron (E1) und dem Östriol (E3) die größte Bedeutung zu. Es ist entscheidend
an proliferativen Prozessen im Rahmen des weiblichen Sexualzyklus, der Schwangerschaft
und der Brustdrüsenentwicklung beteiligt und wird in den Granulosa- und Thekazellen
im Follikel des Ovars, in der Plazenta und in der Nebenniere gebildet (Singh et al. 2005).
Ausgangsstoff für die Biosynthese des Hormons ist das aus Cholesterin gebildete Preg-
nenolon, welches zunächst in P4, dann in Androstendion, später in Testosteron und
schließlich in E2 umgewandelt wird (Silbernagl und Despopoulos 1991).
Die Steroidhormonrezeptoren gehören zur Familie der nukleären Transkriptionsfakto-
ren (Beato und Klug 2000; Pertschuk und Axiotis 1999). Die Bindung an einen
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zytosolischen Rezeptor ist für die Östrogene möglich, da sie aufgrund ihrer Lipophilität
die Zellmembran passiv passieren können.
Es gibt zwei verschiedene Rezeptortypen, die auch unterschiedliche Funktionen wahr-
nehmen (Gao et al. 2003; Wang et al. 2001). Der schon seit längerem bekannte α-
Rezeptor (ERα) kommt hauptsächlich vor im Endometrium, in der Mamma und im
Ovarialstroma. Der später entdeckte β-Rezeptor (ERβ) wird vor allem in den Granu-
losazellen des Ovars, in der Darmmukosa sowie im Lungenparenchym, Knochenmark,
Knochen, Gehirn und Endothel exprimiert (Singh et al. 2005). Es existieren neben die-
sen genomischen Rezeptoren auch membranständige, nicht genomische Rezeptoren, die
eine schnellere biologische Antwort ermöglichen (Lindzey und Kronach 1999). Diese
Rezeptoren sind nach GAO et al. (2003) vermutlich membran-assoziierte Bindungsstel-
len für die Sexualhormon-bindende Proteine (also für die Rezeptoren ERα, ERβ und das
Sexualhormon-bindende Globulin (SHBG)), welche hier die östrogene Wirkung vermit-
teln. Nach BEATO und KLUG (2000) können Steroidhormone weiterhin in intrazelluläre
Signaltransduktionswege eingreifen, die eigentlich für die Weiterleitung von Signalen an-
derer Liganden an membranständige Rezeptoren genutzt werden.
Kommt es zur Bindung des Hormons an seinen Rezeptor und somit zur Bildung ei-
nes Ligand-Rezeptor-Komplexes, wird dieser in den Zellkern überführt. Das an der C-
Domäne gebundene Protein dissoziiert durch die Bindung des Hormons ab und gibt die
DNA-Domäne mit ihrer zinkfingerähnlichen Struktur für die Bindung an die so genannten
estrogen-response-elements der DNA im Zellkern frei (Beato und Klug 2000; Lindzey
und Kronach 1999). Der ERβ wirkt so als Transkriptionsfaktor für Polypeptidwachs-
tumsfaktoren (Lindzey und Kronach 1999). Unter physiologischen Bedingungen löst
das die proliferative Phase des Uteruszyklus aus, wobei der Aufbau der Uterusschleim-
haut, die Verlängerung der uterinen Drüsen sowie das Wachstum und die Vermehrung
der Muskelfasern gefördert werden und die Bildung neuer Blutgefäße im Endometrium
als vorbereitende Wirkung auf die Einnistung der befruchteten Eizelle angeregt wird.
Letztere Wirkung kommt zustande durch die vermehrte Expression des VEGF (Lindzey
und Kronach 1999). Außerdem rufen diese Polypeptidwachstumsfaktoren in der Brust-
drüse Wachstum und Differenzierung des Gangepithels sowie des Bindegewebes hervor und
induzieren die mitotische Aktivität des Gangzylinderepithels (Brueggemeier 1994).
Weiterhin steigert E2 die Sensitivität der zervikalen Uteruszellen gegenüber Relaxin
(Lindzey und Kronach 1999; Huang et al. 1993) und fördert die Empfindlichkeit des
Myometriums gegenüber Oxytocin und Prostaglandin F2α (PGF2α) durch Induktion der
Expression der entsprechenden Rezeptoren. Außerdem stimuliert es die Bildung von Gap
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junctions zwischen den Zellen des Myometriums. Während der Gravidität wird dieser
Einfluss durch P4 gehemmt (Lindzey und Kronach 1999).
E2 spielt zusätzlich eine bedeutende Rolle bei der zervikalen Erweichung und Reifung
der Zervix in Vorbereitung auf die Geburt, da es den Abbau von Kollagen Typ I fördert
(Simon und Einspanier 2009).
2.3.2 Progesteron
P4 ist ebenso wie E2 ein Steroidhormon (Gompel et al. 2004). Es wird entsprechend
seines Bildungsortes auch als Gelbkörperhormon bezeichnet. Die Biosynthese von P4 geht
wie die des E2 vom Pregnenolon aus. P4 entsteht aus diesem durch 17β-Hydroxylierung
in den Granulosazellen des Ovars (Knobil et al. 1995).
Der PR ist ein kernständiger Rezeptor. Er weist zum Östrogenrezeptor sowie auch zu
den Rezeptoren von Cortisol und der Schilddrüsenhormone starke Homologien auf und
funktioniert nach dem gleichen Wirkungsmechanismus (Knobil et al. 1995). Man un-
terscheidet beim PR eine A und eine B Form, welche beide durch dasselbe Gen kodiert
werden. Die unterschiedlichen Eigenschaften ergeben sich entweder durch die Expression
zweier verschiedener mRNA-Formen oder durch die Initiation der Translation an zwei un-
terschiedlichen Stellen derselben mRNA (Weigel und Zhang 1998). Die PR-Expression
im Zielgewebe (z.B. Uterus) wird durch E2 ausgelöst (Knobil et al. 1995).
P4 führt während des weiblichen Zyklus zum Wachstum des Uterus sowie zur Um-
wandlung des Endometriums von der Proliferations- in die Sekretions-, d.h. Differenzie-
rungsphase (Knobil et al. 1995). Es hemmt die Ovulation und fördert in den Mam-
mae die Ausbildung eines sekretionsfähigen Milchgangsystems. Während der Gravidität
von Bedeutung ist weiterhin seine kontraktionshemmende Wirkung auf das Myometrium
(Richter 1993). Diese lässt am Ende der Gravidität und somit beim Eintreten der
Geburt durch einen drastischen Abfall der P4-Konzentration rapide nach (Knobil et al.
1995).
P4 scheint also unter physiologischen Bedingungen die durch E2 hervorgerufenen Proli-
ferationsprozesse zu hemmen, indem es zur Induktion von Differenzierungsprozessen führt
(Gompel et al. 2004). Es ist zum gegenwärtigen Zeitpunkt jedoch noch nicht geklärt,
welche Rolle P4 im Prozess der Brustdrüsenentwicklung wahrnimmt. Diese Frage wurde
an sehr vielen unterschiedlichen Modellen untersucht und es wurden immer wieder ge-
gensätzliche Ergebnisse erzielt. Je nach Modell zeigten die Untersuchungen, dass P4 die
mitotische Aktivität und die Proliferation der Brustdrüsenepithelzellen entweder hemmt,
anregt oder überhaupt nicht beeinflusst (Foidart et al. 1998).
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2.4 Das Tiermodell der Balb-neuT-Maus
Die transgene Balb-neuT-Maus ist ein etabliertes Modell in der Brustkrebsforschung
(Grange et al. 2008; Masuelli et al. 2007; Boggio et al. 1998). Die Mammakarzi-
nome, welche sich bei diesen Tieren entwickeln, sind denen der Frau sehr ähnlich. Daher
ist die Balb-neuT-Maus hervorragend für die Erforschung des Mammakarzinoms der Frau
geeignet (Carlo et al. 1999).
Die transgene Mauslinie ist gekennzeichnet durch die Überexpression des c-erB-2/her-
2-Rattentransgens, wodurch es zunächst zu einer atypischen Hyperplasie des Brustdrü-
sengewebes kommt. Später entwickelt sich daraus eine Vergesellschaftung von DCIS und
LCIS. Diese beiden präinvasiven Wachstumsformen bilden im weiteren Verlauf ein inva-
sives Wachstumsmuster aus. Der Zeitraum, innerhalb dessen sich diese pathologischen
Veränderungen des Mammagewebes entwickeln, erstreckt sich von der 10. bis 33. Lebens-
woche der weiblichen Mäuse (Masuelli et al. 2007; Boggio et al. 1998).
HER2 bezeichnet einen humanen epithelialen Wachstumsfaktorrezeptor. Das Kürzel
erb-B-2 bzw. c-erB-2 bezeichnte das Gen dieses Rezeptors (Lau und Hung 1999). Der
Rezeptor ist ein 185-kD großes Transmembran-Glykoprotein mit intrazellulärer Tyrosin-
kinaseaktivität und gehört zur Familie der epidermalen Wachstumsfaktoren (EGFR). Da-
her wird der HER2 gelegentlich auch als EGFR2, oder bezüglich seines Molekulargewichtes
als p185HER2 bezeichnet (Akiyame et al. 1986). Das HER2-Gen ist homolog zum neu-Gen
der Ratte, das man aus Neuroblastomen von Ratten gewinnen konnte (Bargmann et al.
1986). Es besteht weiterhin eine Homologie zum erbB-Protoonkogen, welches zuerst bei
Hühnern nachgewiesen wurde (Vennstromm und Bishop 1982). Daher wird der HER2-
Rezeptor auch als ErbB2-Rezeptor bezeichnet. Es hat sich letztendlich die Bezeichnung
HER2/neu durchgesetzt. Der HER2/neu ist eine wichtige Schaltstelle für Zelldifferen-
zierung und Zellproliferation, indem er bei Bindung eines Liganden aus der Gruppe der
Wachstumsfaktoren die Zellproliferation anregt und die Apoptose hemmt (Olayioye
2001). Eine normale Epithel- und Brustgewebszelle besitzt im Schnitt 20000− 30000
HER2/neu. Kommt es zu einer Überexpression des Gens, was bei einem Drittel der
Brustkrebspatientinnen beobachtet wird, so können dann pro Zelle Millionen dieser Re-
zeptoren gefunden werden (Olayioye 2001). Die Tatsache, dass es auch bei der Frau
zu einer Überexpression des HER2 im Brustkrebsgeschehen kommen kann, bestätigt die
Eignung des Tiermodells der Balb-neuT-Maus für die Untersuchungen der vorliegenden
Arbeit.
3 Tiere, Material und Methoden
3.1 Haltung und Zucht der Mäuse
Alle in dieser Arbeit aufgeführten Versuche wurden unter der Tierversuchsnummer TVV
34/04 von der Landesdirektion Leipzig, Referat 24, Braustraße 2, 04107 Leipzig, geneh-
migt. Es erfolgte eine Anzeige der gentechnischen Arbeiten an den Beauftragten für
Biologische Sicherheit des Medizinisch-Experimentellen-Zentrums der Universität Leip-
zig, Herrn Dr. med. Uwe Ueberham, Paul-Flechsig-Institut für Hirnforschung, Jahnallee
59, 04109 Leipzig.
Die Unterbringung der Tiere erfolgte im Medizinisch-Experimentellen Zentrum der
Medizinischen Fakultät der Universität Leipzig, Liebigstraße 26a, 04103 Leipzig. Die
Tiere wurden dort in Typ II-Polycarbonatschalenkäfigen der Fa. Ehret (Emmendingen)
in einer offenen spezifiziert Pathogen-freien Haltung (SPF) gehalten. Die Maße dieser Typ
II Käfige betragen 207 mm × 140 mm × 265 mm (B× H× T ). Die Käfigeinstreu wurde
von der Fa. Altromin (Lage) bezogen. Es handelte sich um staubfreie Holzfasereinstreu.
Leitungswasser ohne Zusätze sowie ein spezielles Alleinfuttermittel für Zuchtmäuse (Fa.
Sniff Spezialdiäten GmbH, Soest) standen ad libitum zur Verfügung. Da die Tiere im
Versuch durch das Tumorwachstum einen höheren Energiebedarf hatten, wurden sowohl
die Zucht- als auch die Versuchstiere mit dem energiereichen Zuchtfuttermittel gefüttert.
Die standardisierten Haltungsbedingungen waren durch eine Raumtemperatur von 22 ◦C,
einer relativen Luftfeuchte von 60 % und einer Lichtstärke von 350 lx Arbeitsbeleuchtung
(während des Umsetzens der Tiere in saubere Käfige über eine Dauer von 4 h täglich) bzw.
90 lx Standardbeleuchtung gegeben. Es erfolgte ein 12 stündiger Hell-Dunkel-Wechsel mit
Dimmung (mit einer Dunkelphase zwischen 18.00 Uhr und 6.00 Uhr).
Für die Zucht wurden Balb/c-Muttertiere als Nicht-Merkmalsträger mit Balb-neuT-
Vatertieren verpaart, welche durch das Überexprimieren des c-erB-2/her-2-Rattentrans-
genes gekennzeichnet waren. Die Muttertiere erhielten wir aus der Balb/c-Zuchtlinie des
Medizinisch-Experimentellen-Zentrums der Medizinischen Fakultät der Universität Leip-
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zig. Die Vatertiere entstammten aus der Tierhaltung der Abteilung für Hämatologie und
Onkologie der Georg-August-Universität Göttingen, Robert-Koch-Straße 40, 37075 Göt-
tingen. Die Verpaarung geschah im Alter von etwa drei Monaten im Verhältnis 2:1 (zwei
Weibchen zusammen mit einem Männchen). War bei einem der Weibchen eine Trächtig-
keit erkennbar, wurde es in Einzelhaltung umgesetzt. Es waren insgesamt 5 Böckchen im
Einsatz, die durch den Weibchenbestand von 10 Tieren rotierten. Nach einer Tragezeit
von 20− 25 d wurden zwischen 2 und 11 Jungtiere geboren, welche dann auf Trägerschaft
des c-erB-2/her-2-Rattentransgenes untersucht wurden. Diese Untersuchung war not-
wendig, da ein heterozygoter Merkmalsträger (Vatertier) mit einem Nichtmerkmalsträger
(Muttertier) verpaart wurde und somit in der Nachzucht nur ca. 25 % Merkmalsträger
zu erwarten waren.
3.1.1 Molekularbiologischer Nachweis des c-erB-2/her-2-Ratten-
transgenes
Um die für den Versuch benötigten Merkmalsträger herauszufinden, wurden von den weib-
lichen Nachkommen beim Absetzen vom Muttertier im Alter von drei Wochen Schwanz-
biopsien entnommen. Dabei wurden ca. 3 mm der aus Haut und Bindegewebe beste-
henden Schwanzspitze mit einer Schere abgesetzt. Die Schwanzspitzen wurden sofort
nach dem Absetzen in einen Eisbehälter überführt und bis zur weiteren Aufarbeitung bei
−20 ◦C gelagert.
Als erster Arbeitsschritt wurde die DNA aus dem Mäuseschwanz extrahiert. Dabei
kam der Invisorb! Spin Tissue Mini Kit der Fa. Invitek (Berlin) zum Einsatz. Die DNA
wurde entsprechend der Arbeitsanleitung des Kits extrahiert (Bezugsquelle siehe Anhang
S.A-1) und bis zur Durchführung der PCR bei −80 ◦C gelagert.
Die PCR-Reagenzien des Master-Mix sowie deren Bezugsquellen sind im Anhang S.A-
2 aufgelistet. Die Sequenzen der Primer gibt eine Tabelle im Anhang S.A-1 wieder. 9 µl
dieses Ansatzes wurden mit je 1 µl extrahierter DNA-Lösung vermengt und nach kur-
zem Anzentrifugieren (Zentrifuge Universal 30 RF, Rettberg Laborgeräte, Göttingen) in
den Thermocycler (Mastercycler gradient, Fa. Eppendorf, Hamburg) gestellt. In diesem
Gerät liefen 30 identische Zyklen ab, welche aus drei immer wiederkehrenden Elementen
bestanden und das Anheften der Primer sowie die Extension zu neuen Doppelsträngen
bewirkten. Der Ablauf der Zyklen ist ebenfalls im Anhang S.A-1 dargestellt. Vor den
eigentlichen Elongationszyklen wurde durch eine einmalige Erhitzung auf 95 ◦C die Dena-
turierung und damit die Trennung der beiden Einzelstränge bewirkt. Dieser Schritt war
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notwendig, um einen Ansatzpunkt für die Primer zu gewähren. Nach dem Durchlaufen
dieser 30 Zyklen wurde durch das Beibehalten der 72 ◦C aus dem letzten Zyklus eine finale
Elongation eingeleitet, da 72 ◦C das Temperaturoptimum der Taq-Polymerase darstellen.
Daraufhin wurde die Temperatur im Thermocycler auf 4 ◦C abgesenkt, um die Proben
bis zur Entnahme zu sichern.
Zum Nachweis der PCR-Produkte wurde die Methode der Agarose-Gelelektrophorese
angewandt. Mit dieser Technik ist es möglich, die fragmentarischen DNA-Bestandteile,
welche durch die PCR vervielfältigt wurden, optisch darzustellen. Dabei wird durch das
Anlegen einer Spannung die Wanderung der DNA-Fragmente entlang eines Spannungs-
gefälles ausgelöst. Je nach Größe des Fragmentes bleibt es beim Durchlaufen des Gels an
einer für seine Größe spezifischen Stelle hängen. Erhält man an dieser Stelle ein optisches
Signal, wird damit das Vorhandensein des fraglichen Genes angezeigt.
Es wurde ein 1 %iges Agarose-Gel für eine kleine Kammer (Midi-Kammer; Carl Roth
GmbH, Karlsruhe) hergestellt. Das Gemisch aus 0,4 g Agarose Gen-Technologie-Qualität
(GTQ SeaKm LE-Agarose; BMA, Rockland, USA) und 40 ml Tris-Borat-Ethylendiamin-
tetraessigsäure-Puffer (TBE-Puffer pH 8,0; siehe Anhang S. A-1) wurde kurz aufgekocht
und anschließend 2 min bei Raumtemperatur abgekühlt. Danach wurde 1 µl Ethidium-
bromid dazugegeben, um die DNA-Banden im UV-Licht sichtbar zu machen. Die 10 µl
Proben der PCR-Produkte wurden mit je 2 µl 6 × Loading Dye Solution (Fermentas,
Leon-Roth) vermengt. Mit 10 µl dieser Mischung wurden dann die Kammern beschickt.
Die Positivkontrollen entstammten zwei nachweislich positiven Tieren der Tierexperimen-
tellen Einrichtung der Universität Göttingen. Um einen Längenstandard zu erhalten,
wurde eine Kammer mit 10 µl Gene RulerTM 100 bp DNA Ladder Plus (Fermentas, Leon-
Roth) befüllt. Für die Dauer von 30 min wurden die DNA-Fragmente bei 60 V und 45
mA aufgetrennt.
Die entstandenen Banden wurden im Geldokumentationssystem (GeneGenius 2, Syn-
gene, Cambridge, UK) mit UV-Licht bestrahlt, fotografiert und ausgewertet.
Die 45 heterozygoten weiblichen Tiere wurden dann auf eine Relaxin- und Kontroll-
gruppe aufgeteilt. Bis zum beginnenden Tumorwachstum wurden die Tiere täglich ad-
spektorisch kontrolliert.
3.2 Versuchsaufbau
In die Relaxin-Gruppe wurden 22 und die Kontrollgruppe 23 weibliche Mäuse integriert.
Da ab dem 3. – 4. Lebensmonat ein beginnendes Tumorwachstum zu erwarten war, wur-
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Abbildung 3.1: Darstellung der zeitlichen Abfolge des Versuches bei
den Tieren der Kontroll- und Relaxin-Gruppe beginnend am
100. Lebenstag.
den die Mäuse ab dem 100. Lebenstag täglich adspektorisch und palpatorisch auf begin-
nendes Tumorwachstum kontrolliert. Wurde bei dieser Kontrolle erstes Tumorwachstum
festgestellt, erfolgte am nächsten Tag die Implantation einer osmotischen Minipumpe, wel-
che bei den Tieren der Relaxin-Gruppe mit porcinem Relaxin (Prof. Dr. OD Sherwood,
University of Illinois, USA), bei den Tieren der Kontrollgruppe mit 0,9 %iger Natrium-
chloridlösung (Baxter; Unterschleißheim) gefüllt war. Danach wurde über eine Dauer von
10− 49 d täglich das Allgemeinbefinden der Tiere kontrolliert. Daraufhin erfolgte die Tö-
tung und die nachfolgende Probenentnahme. Einen Überblick über den zeitlichen Ablauf
des Versuches gibt Abbildung 3.1 wieder.
Es sollten ursprünglich ab dem 12. bis zum 60. d nach der Implantation der osmo-
tischen Minipumpe im Abstand von 4 d je zwei Mäuse aus Relaxin- und Kontrollgruppe
eingeschläfert und die Analysen vorgenommen werden. Allerdings zeigte sich im Ver-
lauf des Versuches, dass aufgrund der sehr individuellen Wachstumsgeschwindigkeit der
Tumoren die geplante gleiche Verteilung der Überlebenszeit in Relaxin- und Kontroll-
gruppe nicht eingehalten werden konnte. Eine entscheidende Rolle spielte dabei auch die
Lage des Tumors unabhängig von seiner Größe. Teilweise beeinträchtigten die Tumoren
die Tiere aufgrund einer ungünstigen Lokalisation am Hals oder nahe der Gliedmaßen
in ihrem Putzverhalten oder der Nahrungsaufnahme. Manche Mäuse mussten aufgrund
schnelleren Wachstums oder Anzeichen einer Beeinträchtigung des Allgemeinbefindens
eher euthanasiert werden. Daher wurde keine Gleichverteilung des Alters der Mäuse in
Relaxin- und Kontrollgruppe erreicht und auch die Verteilung innerhalb der Gruppen auf
das Zeitfenster ist nicht gleichmäßig.
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3.2.1 Die Osmotische Minipumpe
Um eine kontinuierliche Relaxinabgabe in den Organismus der Mäuse zu erreichen, wurden
Polyethylen-Pumpen der Fa. Alzet (Modell 2004; Cupertino, CA) verwendet. Dieses
Modell gibt pro Stunde 0,28 µl seines Inhaltes entlang des osmotischen Gradienten an das
umliegende Gewebe ab. Bei einem Füllvolumen von 200 µl ergibt sich eine Funktions-
dauer von 28 d. Im Falle der Relaxin-Gruppe wurden die Pumpen mit 200 µl Relaxin in
einer Konzentration von 6,5 ng/ml befüllt. Den Tieren der Kontrollgruppe wurden mit
0,9 %iger Natriumchloridlösung (Baxter; Unterschleißheim) befüllte Pumpen implantiert.
In Abbildung 3.2 ist das Modell 2004 der Alzet Pumpen dargestellt.
Abbildung 3.2: Das Modell 2004 der Polyethylenpumpen-Serie der
Fa. Alzet. Die Pumpen haben eine Länge von 3 cm und
einen Durchmesser von 0,7 cm. Sie wiegen unbefüllt 1,1 g.
(Bildquelle: Internetauftritt der Fa. Alzet vom 12.06.2008:
<http://www.alzet.com/products/spezifications.php sowie
<http://www.alzet.com/products/howdoesitwork.php)
Die Implantation der Pumpen erfolgte unter die Haut des Rückenfells. Da die Haut
in diesem Bereich sehr locker sitzt, stellte die Pumpe keinerlei Behinderung für die
Tiere dar. Vor Operationsbeginn wurden die Tiere gewogen und in einen Einzelkäfig
gesetzt. Die Narkose wurde intraperitoneal appliziert und bestand aus einer Mischung
von 0,5 mg/kg Medetomidin (Domitor, Pfizer GmbH, Karlsruhe), 5 mg/kg Midazolam
(Dormicum, Roche Pharma AG, Grenzach-Wyhlen) und 0,05 mg/kg Fentanyl (Fentanyl-
Janssen, Janssen-Cilag, Neuss). Die Dosierungen der Narkosemischung sowie des Antago-
nisten entsprechend der verschiedenen Mausgewichte sind im Anhang S.A-2 dargestellt.
Die Wirkung der Narkose trat ca. 15 min nach Applikation ein. Die ausreichende
Tiefe der Narkose wurde mittels des Zehenreflexes überprüft. Hatten die Mäuse das
chirurgische Toleranzstadium erreicht, wurden die Augen mit einer Augensalbe (Thilo-
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Tears! Gel, Alcon, Freiburg/Breisgau) bedeckt und die Mäuse in Bauchlage gelagert.
Das Nackenfell wurde geschoren und desinfiziert (Kodan! Tinktur forte, S-M GmbH,
Norderstedt). Dann wurde senkrecht zur Längsachse der Maus in einer Länge von 1 cm
die Haut eröffnet. Die Haut wurde in Richtung des Hinterendes der Maus unterminiert
und die Pumpe eingesetzt. Der Hautverschluss erfolgte mit zwei U-Heften (Vicryl 4-0;
Ethicon GmbH, Norderstedt) und die Tiere wurde abschließend noch einmal gewogen.
Danach erfolgte die subkutane Applikation des Narkoseantagonisten in die Kniefalte, wel-
cher aus einer Mischung von 2,5 mg/kg Atipamezol (Antisedan, Pfizer GmbH, Karlsruhe),
0,5 mg/kg Flumazenil (Anexate, Roche Pharma AG, Grenzach-Wyhlen) und 1,2 mg/kg
Naloxon (Narcati, Ratiopharm, Ulm) bestand. Die analgetische Versorgung geschah durch
eine initiale intramuskuläre Applikation von Metamizol (Metamizol WDT, Garbsen) in
die Oberschenkelmuskulatur in einer Dosierung von 5 mg/100 g Körpergewicht. Danach
wurde für die nächsten 3 d Metamizol über das Trinkwasser verabreicht. Dazu wurden
100 ml Wasser mit 150 mg Metamizol (entspricht 3 ml Metamizol WDT) und zur Ge-
schmacksverbesserung zusätzlich mit 1 ml einer 40 %igen Glucoselösung (B. Braun AG,
Melsungen) versetzt. Nach 3 d wurde wieder auf normales Leitungswasser umgestellt.
Innerhalb der nächsten 15 min erwachten die Mäuse vollständig. Die Einzelhaltung
nach dem operativen Eingriff sollte verhindern, dass die Mäuse gegenseitig an den Wund-
rändern manipulierten.
Die Heilung der Hautwunde sowie das Allgemeinbefinden der Mäuse wurden in den
nachfolgenden Wochen täglich kontrolliert. 10− 49 d nach der Implantation erfolgte die
Tötung der Tiere durch Deluxation der Halswirbelsäule und die Sektion mit Blutentnahme
sowie Präparation der Organe und Tumoren.
3.2.2 Probenentnahme
Unmittelbar nach der Tötung der Mäuse erfolgte die Blutentnahme durch Herzpunk-
tion. Dazu wurden 1− 1,5 ml Blut in ein heparinisiertes Röhrchen überführt und bis zur
weiteren Aufarbeitung bei 4 ◦C gelagert. Danach wurde eine Sektion der Tiere vorge-
nommen mit Adspektion der Tumoren sowie aller inneren Organe. Die Tumoren wurden
herauspräpariert, auf einer Feinwaage (Sartorius; Göttingen) gewogen und dreidimensio-
nal mit Hilfe einer Schieblehre vermessen. Von jedem Tumor wurde dann ein Teil in 4
%igem Formaldehyd fixiert und ein weiterer Teil für die Dauer der Sektion und des Trans-
portes in flüssigem Stickstoff (−196 ◦C) überführt und später dann bei −80 ◦C gelagert.
Von Leber, Lunge und Niere wurden jeweils zwei Biopsien von ungefähr 1 cm3 Größe
entnommen und auf dieselbe Weise wie die Tumorproben fixiert.
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3.3 Hormonanalysen
Aus den mittels Herzpunktion gewonnenen Blutproben wurde unter Verwendung eines
kompetetiven Doppelantikörper-Enzymimmunoassays (EIA) der Plasmarelaxin-, Plasma-
östradiol- und Plasmaprogesteronspiegel ermittelt. Es wurde die bei EINSPANIER et al.
(1999b) veröffentlichte Methode angewendet. Der Boden der Platten, in welchen die im-
munologische Reaktion stattfandt, war mit Immunglobulin G (IgG) gegen den spezifischen
Antikörper (Ak) beschichtet (Solid Phase). Zu der Probe wurde ein enzymmarkiertes Ag
(Label) bzw. im Falle des Relaxin-Assays ein Ag-Biotin-Derivat gegeben. Dieses konkur-
rierte mit dem in der Probe befindlichen Ag um die Bindungsstelle am IgG an der Wand
der Assayplatten. Die Markierung des Labels geschah beim E2- und P4-Assay durch
die Kopplung mit einem Enzym, das in einer zweiten Reaktion ein Substrat umsetzte.
Beim Relaxin-Assay wurde erst nach 12 h Inkubation ein Enzym hinzugegeben, welches
an das Ag-Biotin-Derivat gebunden wurde, das im nächsten Reaktionsschritt ein Substrat
umsetzte. Durch photometrische Messung der optischen Dichte konnte die hiermit ver-
bundene Farbänderung bestimmt werden. Die pro Zeiteinheit gemessene optische Dichte
verhielt sich aufgrund des Kompetitionsprinzips proportional zur Menge des umgesetzten
Substrates und umgekehrt proportional zur Menge des in der Probe enthaltenen Liganden.
Somit wurde durch steigende Intensität der Farbreaktion (gemessene Enzymaktivität) eine
abnehmende Konzentration des Ag in der Probe angezeigt. Die Eichung des jeweiligen
Assays erfolgte durch Standardproben mit bekannter Substratkonzentration.
Die verwendeten Ak und Ag, die Kreuzreaktionen der in der EIA verwendeten Anti-
seren, die Intra- und Interassayvarianzen sowie die Zusammensetzung der Lösungen sind
im Anhang S.A-6 aufgeführt.
3.3.1 Progesteron- und Östradiolnachweis
Für diese Assays wurden die Vertiefungen der verwendeten Mikrotiterplatten (Nunc
ImmunoTM Platten, MaxiSorbTM mit 96 Vertiefungen; Nunc & Co. KG, Wiesbaden) zu-
nächst mit einem spezifischen Ak beschichtet (1 µg/150 µl je Vertiefung), der gegen das
jeweilige spezifische Antiserum gerichtet ist. Bis zur Verwendung wurden diese Platten
bei −20 ◦C gelagert. Vor dem Gebrauch wurden die aufgetauten Platten dann vier Mal
mit Waschpuffer (Waschgerät: Dynatech MRX, Dynatech Technologies, Denkendorf) ge-
waschen und ausgeklopft. Danach wurden jeweils 50 µl der Standardlösungen und Proben
als Doppelbestimmungen in die Plattenvertiefungen pipettiert. Die Standards wurden mit
Assaypuffer verdünnt.
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Bei der Bestimmung des Östradiolgehaltes muss Östradiol vorher mit Diethylether
extrahiert werden, da ansonsten bestimmte Plasmabestandteile den Assay stören können.
Deshalb wurde zu 100 µl Plasma jeweils 1 ml Diethylether gegeben und 10 min im Vor-
texer gemischt. Nach Gefrieren der wässrigen Phase wurde die Etherphase dekantiert.
Dieser Vorgang wurde durch eine weitere Gabe von 1 ml Diethylether zur aufgetauten
wässrigen Phase wiederholt. Anschließend wurden die beiden gewonnen Etherphasen
einer Plasmaprobe vereint und mit Stickstoff eingedampft (SC-3 Sample Concentrator,
Dri-Block, Techne, Loughborough, UK). Abschließend wurde die Probe mit 150 µl As-
saypuffer aufgefüllt. Um die Extraktionseffizienz (Recovery) zu überprüfen und auf die
extrahierten Proben übertragen zu können, liefen parallel zur Extraktion zwei Proben
mit, bei denen zum Plasma radioaktiv mit Tritium markiertes E2 (6,7 3H-E2 Tracer, 2000
cpm, NEN Life Science Products, Inc., Boston, USA) zugegeben wurde. Nach Abschluss
der Extraktion und des Eindampfens wurden die Proben ebenfalls mit 150 µl Assaypuf-
fer aufgefüllt. Anschließend wurden 2 Mal von 50 µl einer Probe die Recovery abgelesen
(Wallac, Winspectral TM, 1414 Liquid Scintillation Counter, Turku, FI).
Die Platten wurden mit Folie verschlossen und im Kühlschrank bei 4 ◦C über Nacht
inkubiert. Anschließend wurde 4 Mal gewaschen, ausgeklopft und die Plattenvertiefungen
mit je 150 µl Substratlösung gefüllt. Nachfolgend wurden die Proben über eine Dauer von
2− 4 h auf einem Schüttler (electronic IKA-Schüttler, MTS4, East Lyme, USA) im Dun-
keln inkubiert. Die abschließende Messung der optischen Dichte erfolgte mit einem Pho-
tometer (Dynex Technologies MRX, Denkendorf) bei einer Wellenlänge von λ = 450nm.
Die Messergebnisse wurden direkt in einen Computer übertragen, wo eine Software (Dy-
nex Revelation G 3.2, Dynex Technologies GmbH, Berlin) aus den Daten automatisch
die Standardkurve und die Probenkonzentration als Mittelwerte der Doppelbestimmung
generierte.
Die linearen Messbereiche der Assays lagen für P4 bei 3− 80 pg/50 µl und für E2 bei
0,9− 31 pg/50 µl.
3.3.2 Relaxinnachweis
Der Relaxinnachweis wurde nach der bei EINSPANIER et al. (1999b) beschriebenen
Methode durchgeführt.
Zunächst wurden die IgG-beschichteten Mikrotiterplatten 1 Mal mit E-PBS-Puffer
gewaschen und anschließend ausgeklopft. Danach wurden die Standards, die Qualitäts-
kontrollproben (QC) und die Proben als Doppelbestimmung zu jeweils 50 µl pipettiert.
Die Standards und QC sowie zu hohe Relaxin-Konzentrationen in den Proben wurden mit
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E-PBS-Puffer verdünnt. Bei der Bestimmung des Relaxingehalts in den Plasmaproben
wurden den Standards und QC 2,5 µl Plasma von männlichen Balb/c-Mäusen zugesetzt,
welches zuvor bei 40 ◦C hitzeinaktiviert wurde, um mögliches Relaxin zu denaturieren.
Hierdurch ließen sich die Plasmaproben dann präzise mit den Standards und QC ver-
gleichen. Anschließend erfolgte die Zugabe von jeweils 100 µl spezifischen Ak und 50 µl
Relaxin-Biotin. Die Inkubation der Platten erfolgte abgedeckt für weitere 21 h im Dunkeln
bei 4 ◦C in einer H2O2-gesättigten Kammer. Anschließend wurden die Platten entleert,
ausgeklopft und pro Vertiefung mit 200 µl Meerrettichperoxidase an Streptavidin konju-
giert versehen. Nach einer weiteren Inkubation von 30 min im Dunkeln bei 4 ◦C wurden
die Platten 3 Mal mit Waschpuffer gewaschen, ausgeklopft, 4 min bei Raumtemperatur
temperiert und pro Vertiefung mit 250 µl Substratlösung versehen. Nach einer letzten In-
kubation von 40 min im Dunkeln bei Raumtemperatur in einer H2O2-gesättigten Kammer
wurde die Substratinkubation mit Schwefelsäure gestoppt. Das Ablesen der Werte erfolgte
wie bei den zuvor beschriebenen Assays. Der lineare Messbereich lag bei 2,5− 80 pg/µl.
3.4 Histologie
3.4.1 Aufbereitung der Gewebeproben
Alle in flüssigem Stickstoff konservierten Proben wurden unmittelbar nach der Entnahme
bei −80 ◦C eingefroren. Die Gewebeproben in Formaldehyd wurden über Nacht im Kühl-
schrank bei 4 ◦C gelagert. In den folgenden 2 d wurden die Proben in einem Wasserbad
von Formaldehyd befreit und in Paraffin eingebettet.
Von jeder eingebetteten Gewebeprobe wurden mit einem Mikrotom (Typ HM 36 der
Fa. Microm GmbH, Walldorf) 5 µm dicke Schichten geschnitten. Die Schnitte wurden in
einem Wasserbad von 37 ◦C 5 min belassen, um sie zu strecken. Danach wurden sie auf
einen mit 0,01 %igem Poly-L-Lysin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Sternheim) beschich-
teten Objektträger (Carl Roth GmbH, Karlsruhe) aufgezogen. Auf einer Trockenplatte
bei 40 ◦C konnte die Restflüssigkeit über Nacht verdunsten. Bis zum Färben wurden die
Objektträger dann in Kunststoffkästen aufbewahrt.
3.4.2 Übersichtsfärbung mit Hämalaun & Eosin (H&E-Färbung)
Um die Schnitte von Lunge, Leber, Niere und der Tumoren anfärben zu können, mussten
sie vorab entparaffiniert werden. Dazu wurden sie über Nacht in einem Trockenschrank
(Typ 2028 der Fa. Heraeus, Hanau) auf 37 ◦C angewärmt. Danach wurden die Objekt-
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träger mit den Schnitten für 2 × 5 min in Xylol (>98 % Xylene für Histologie; Carl Roth
GmbH, Karlsruhe) und 2 × 5 min in 100 %iges Ethanol (Bundesmonopolverwaltung,
Leipzig) getaucht. Der Wassergehalt wurde durch die Passage einer Ethanolreihe in ab-
steigender Konzentration schrittweise erhöht, woraufhin die Präparate für 5 min in Aqua
bidest getaucht wurden. Die detaillierte zeitliche Abfolge des Vorgangs der Entparaffinie-
rung erklärt eine Tabelle im Anhang S.A-8.
Nach dem Entfernen des Paraffins konnten die Schnitte gefärbt werden. Dazu wurden
die Organproben 30 s in Hämalaun nach Mayer (gebrauchsfertig; Merck KGaA, Darm-
stadt) gegeben. Für die Tumoren war eine Färbezeit von 20 s ausreichend. Nach Ablauf
der 30 s bzw. 20 s wurden die Objektträger kurz in Aqua bidest gespült und dann 10 min
unter fließendem Leitungswasser in einer Küvette (Carl Roth GmbH, Karlsruhe) gebläut.
Nun konnte mit Eosin (Merck KGaA, Darmstadt) gegengefärbt werden. Dazu wurden
die Organproben 1 min, die Tumoren 40 s in die Eosinküvette getaucht. Die Herstel-
lung der Eosinlösung ist im Anhang S.A-9 erklärt. Sie war in dieser Form 14 d haltbar.
Abschließend wurde in Aqua bidest gespült und durch eine Alkohol-/Xylolpassage (siehe
Anhang S.A-9) wurden alle Wasserreste entfernt.
Die Objektträger wurden dann mit Zellstoff vom Xylol befreit. Es wurde eine Ein-
deckung mittels DPX-Mountant for histology (Fa. Fluka BioChemika, Buch, CH) sowie
einem Deckgläschen (Carl Roth GmbH, Karlsruhe) vorgenommen. Über Nacht konnten
die Schnitte bei dunkler Lagerung liegend trocknen. Danach konnten die Präparate unter
dem Mikroskop (Axioskop 2 mot plus, Zeiss, Jena) ausgewertet werden.
3.4.3 Immunhistochemie
In der vorliegenden Arbeit fand die indirekte immunhistochemische Nachweismethode An-
wendung. Dabei wird die nachzuweisende Proteinstruktur mit einem spezifischen, unkon-
jugierten Primärantikörper markiert, welcher an das nachzuweisende Protein mit seinem
F(ab)2-Fragment bindet. Der zweite Ak reagiert auf das Fc-Fragment des ersten Ak und
bindet daran. An den zweiten Ak ist ein Markerenzym gekoppelt. Durch Zusatz des
für dieses Enzym spezifischen Substrates findet eine Umsetzungsreaktion statt, was mit
einer sichtbaren Farbreaktion verbunden ist. Dieses Farbsignal zeigt dem Betrachter die
nachzuweisende Proteinstruktur an.
Die in der vorliegenden Arbeit durchgeführten immunhistochmischen Färbungen nut-
zen als Markerenzym die Peroxidase. Dieses Enzym katalysiert den Zerfall von Wasser-
stoffperoxid in Wasserstoff und Wasser und wird aus der Meerettichwurzel gewonnen. Im
Körpergewebe ist es vor allem in Erythrozyten, Granulozyten und Mastzellen vorhanden.
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Durch die Zugabe des braunen 3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC)-Farbstoffes erscheinen
alle Proteine, an die der Primärantikörper bindet, im histologischen Bild braun (Noll
2000a).
Eine Übersicht über alle eingesetzten Primärantikörper ist in Tabelle 3.1 dargestellt.
Weiterhin kamen Meerrettich-Peroxidase (Horseradish-Peroxidase/HRP)- konjugierte Se-
kundärantikörper (goat-anti-mouse/anti-rabbit-Antikörper, DAKO EnVisionTM detection
kit, Dako Cytomation, Hamburg) zum Einsatz. Als chromogenes Substrat wurde der
AEC-Peroxidase-Substrat-Kit (Vector Laboratories, Burlingame, CA) verwendet. Die
Zusammensetzung der Substratlösung erfolgte nach Herstellerangaben (siehe Anhang S.
A-8). Als Waschpuffer wurde PBS-Puffer verwendet (gebrauchsfertig; Biochrom KG,
Berlin).
Tabelle 3.1: Ak für die Immunhistochemie: ERα: Östradiolrezep-
tor α, PR: Progesteronrezeptor, RXFP1: Relaxinrezeptor 1;
Durchführung der Färbung mit (+) bzw. ohne (-) Vorbehand-
lung (in der Tabelle mit V. abgekürzt); angewandte Verdün-
nung der Primärantikörper; Bezugsquellen
Antikörper V. Verdünnung Art des Ak Herkunft





















Bei allen immunhistochemischen Färbungen wird immer eine Negativkontrolle mitge-
führt, um nachzuweisen, dass das Farbsignal auch wirklich am gesuchten Protein auftritt
und nicht durch Verunreinigungen verursacht wird. Dazu wird jeweils ein Objektträger
anstelle des Primärantikörpers mit IgG in gleicher Verdünnung beschichtet.
3.4.3.1 Vorbehandlung
Für manche immunhistochemischen Färbemethoden ist eine Vorbehandlung notwendig,
um das gesuchte Protein besser darstellen zu können. Man bezeichnet diesen Vorgang
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auch als Hitzedemaskierung. Er ist sinnvoll, da durch die Formaldehydfixierung Aldehyd-
vernetzungen im Gewebe entstehen. Diese müssen aufgelöst werden, damit der Ak in der
Lage ist, das Epitop der gesuchten Proteinstruktur zu erkennen (Noll 2000b).
Vor dem Färben wurden die Objektträger über Nacht in einen 37 ◦C warmen Brut-
schrank (Heraeus, Hanau) gestellt. Das gilt für alle Färbemethoden, unabhängig von
der Vorbehandlung. Dann folgte das Entparaffinieren, wie es auch schon bei der H&E-
Färbung beschrieben wurde. Nach einem 5 minütigen Bad in Aqua bidest begann die
eigentliche Vorbehandlung. Dazu wurden die Schnitte in eine Küvette mit 120 ◦C heißem
Zitratpuffer (siehe Anhang S.A-9) gestellt. Sie verblieben 10 min bei dieser Temperatur
und wurden dann 30 min bei Raumtemperatur abgekühlt. Es folgten zwei Spülvorgänge
in PBS-Puffer und ein 8 minütiges Bad in einer 0,0125 %igen Trypsinlösung (GIBCO
BRL Life Technoloy; Paisley, Scottland) bei 37 ◦C. Der Trypsinlösung wurde kurz vor
Gebrauch 0,03 g CaCl2 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) zugesetzt. Mit zwei weiteren
Spülvorgängen in PBS-Puffer war die Vorbehandlung abgeschlossen.
3.4.3.2 Durchführung der immunhistochemischen Färbungen
Tabelle 3.1 gibt einen Überblick, welche Färbungen mit Vorbehandlung durchgeführt wur-
den und stellt die Verdünnungen der Primärantikörper dar. Nach dem Entparaffinieren
bzw. der Vorbehandlung wurden die Präparate in einer feuchten Kammer bei Raum-
temperatur für die Dauer von 20 min mit 1 Tropfen 3 %igem H2O2 inkubiert. Dieser
Arbeitsschritt ist wichtig, um die gesamte gewebeeigene Peroxidase abzubauen. Daran
schlossen sich zwei Spülvorgänge mit PBS-Puffer an. Folgend wurden die Schnitte über
30 min mit humanem Normalserum bedeckt, welches in einer Verdünnung von 1:100
(verdünnt mir Aqua bidest) aufgetragen wurde. Damit sollte eine Absättigung der elek-
trostatischen Proteine erreicht werden und unspezifische Anfärbungen verhindert werden.
Der Primärantikörper kann somit nur noch spezifische Bindungen eingehen, womit eine
Hintergrundfärbung vermieden wird.
Nach Abkippen des Serums wurde der Primär-Ak (siehe Tabelle 3.1) aufgetragen.
Die Verdünnungen wurden in für jeden Ak eigens durchgeführten Verdünnungsreihen
ermittelt. Die Ak konnten nach dem Auftragen über Nacht bei 4 ◦C in einer feuchten
Kammer auf die Präparate einwirken.
Am folgenden Tag wurde zuerst ein zweimaliger Spülvorgang in PBS-Puffer (2 × 5
min) durchgeführt. Danach wurden die HRP-konjugierten Sekundär-Ak (DAKO Dia-
gnostics, Hamburg) für 40− 45 min aufgetragen. Bevor das chromogene Substrat AEC
(Vektor) für 10 min aufgetragen wurde, fand nochmals ein zweimaliger Spülvorgang (2 ×
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5 min) in PBS-Puffer statt.
Zum Stoppen der Enzym-Substrat-Reaktion wurden die Schnitte dann für 5 min in
Leitungswasser getaucht und anschließend kurz mit Aqua bidest gespült. Nachfolgend
wurden sie in der wässrigen Phase mit Immu-Mount (Shandon, Pittsburg, USA) einge-
deckt. Um ein Austrocknen zu vermeiden, wurden die Präparate 4 h nach dem Eindecken
mit Neo-Mount (Merck KGaA, Darmstadt) abgedichtet.
3.4.4 Molekularbiologischer Nachweis der RXFP1-spezifischen
mRNA im Tumorgewebe
Um die immunhistochemischen Ergebnisse der RXFP1-Färbung mit dem Nachweis der
RXFP1-spezifischen mRNA zu ergänzen, wurde die Methode der Reverse-Transkriptase-
Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) angewandt. Dazu war die Isolation der RNA aus
dem zu untersuchenden Gewebe notwendig. Danach wurde diese in Erststrang-DNA
umgeschrieben und dann mittels der PCR amplifiziert.
3.4.4.1 Extraktion der Gesamt-RNA aus dem Tumorgewebe
Um eine RT-PCR durchführen zu können, wurde zunächst aus den Tumorproben der
Tiere aus Relaxin- und Kontrollgruppe die Gesamt-RNA extrahiert. Hierfür war es not-
wendig, das Gewebe zu zerkleinern und die Zellen zu zerstören. Dazu wurden die bei
−80 ◦C tiefgefrorenen Proben mit einem Kryostaten (Modell 1720 Fa. Leitz) in 30 µm
dicke Schichten geschnitten. Die eigentliche RNA-Präparation wurde mit dem RNeasy!
Mini Kit (Fa. Qiagen, Hilden) durchgeführt. Nach Anleitung des Herstellers wurden
die Organmaterialien mit dem Lysepuffer RLT zur Denaturierung von Proteinen und
Inaktivierung gewebseigener RNasen sowie mit β-Merkaptoethanol zum Aufbrechen in-
tramolekularer Disulfidbrücken versetzt. Durch wiederholtes Aufziehen der Lösung durch
eine 20G Kanüle (B.Braun, Melsungen) wurde das Material bis zum Entstehen einer kla-
ren Lösung lysiert, homogenisiert und danach auf Eis gekühlt. Anschließend wurden die
Proben für 5 min bei 10 ◦C und 5000 rpm zentrifugiert, um nicht lysierte Zelltrümmer
abzutrennen (Zentrifuge Universal 30 RF, Rettberg Laborgeräte, Göttingen). Das Ly-
sat wurde durch eine Säule zentrifugiert, die eine Silica-Gel-Membran enthielt. An dieser
Membran können RNA-Fragmente ab einer Größe von 200 Nukleotiden gebunden werden.
Der Durchlauf wurde nach dem Zentrifugieren verworfen. Es folgten als weitere Arbeits-
schritte das Waschen der Membran mit Waschpuffer RW-1 und die Fällung der RNA mit
Puffer RPE. Die an die Membran gebundene RNA wurde mit 150 µl RNase/DNase-freiem
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Wasser extrahiert. Zum Schutz der isolierten RNA wurde das Eluat mit jeweils 3 µl RNa-
sin (Promega GmbH, Mannheim) versetzt. Die gewonnen Gesamt-RNA wurde daraufhin
zur cDNA-Synthese eingesetzt.
Als Negativkontrollen diente jeweils eine Probe aus Muskulatur und Lunge vom Weiß-
büschelaffen gewonnene RNA, als Positivkontrolle wurde RNA aus einer Hodenbiopsie
vom Weißbüschelaffen eingesetzt. Aus früheren Untersuchungen (Simon und Einspa-
nier 2009) ist hervorgegangen, dass die im vorliegenden Versuch verwendeten humanen
Primer auch für Analysen am Weißbüschelaffen geeignet sind. Die Begründung hierfür ist
darin zu sehen, dass es sich bei den Interaktionsstellen von Relaxin mit seinem Rezeptor
(zwei aktive Argininreste) um hochkonservierte Genbereiche handelt (Bathgate et al.
2006a). Die Amplifizierung ist daher mit den humanen Primern speziesübergreifend auch
bei Maus und Weißbüschelaffen möglich.
3.4.4.2 cDNA-Synthese aus gesamt-RNA mittels reverser
Transkription
Mittels des Enzyms Reverse Transkriptase ist es möglich, bei Vorhandensein freier Des-
oxynucleotidphosphate (dNTP: dATP, dGTP, dCTP, dTTP) und entsprechender Primer,
die vorliegende RNA in komplementäre DNA umzuschreiben. Für die Erststrangsynthese
wurde der Oligonucleotid-Primer Oligo(dT) 12− 18 (Invitrogen GmbH, Karlsruhe) ver-
wendet, welcher an den Poly-A-Schwanz der mRNA bindet. Ein DNase-Verdau wurde
durchgeführt, um das Freisein des organischen Materials von genomischen DNA-Resten
garantieren zu können. Um eine möglichst einheitliche Menge an RNA dafür einzusetzen,
wurde die optische Dichte der gewonnenen RNA-Lösung photometrisch bestimmt. Daraus
wurden die notwendigen Volumina errechnet, in denen jeweils 1− 2 µl RNA vorhanden
waren. Diese wurden mit RNase/DNase-freiem Wasser auf ein Volumen von 7,5 µl er-
gänzt, dann mit jeweils 2,5 µl DNase-Reagenz (1 µl RQ1-DNAse, 1 µl RQ1-Puffer, 0,5 µl
RNAsin (RNAse-Inhibitor); Promega GmbH, Mannheim) versetzt, der Ansatz gemischt
und bei 37 ◦C für 30 min inkubiert. Zum Abstoppen der Reaktion wurde je 1 µl STOP-
Reagenz (Promega GmbH, Mannheim) zugesetzt, gemischt und bei 65 ◦C für 10 min
inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Ansätze auf Eis gekühlt. Nach
dem DNase-Verdau wurden 8 µl des Ansatzes mit 1 µl Primer (Oligo(dT)12− 18) und
1 µl dNTP-Mix (Carl Roth GmbH, Karlsruhe) versetzt, gemischt und für 5 min bei 65 ◦C
inkubiert. Anschließend wurden die Ansätze für mindestens 1 min auf Eis gekühlt. Da-
nach wurden pro Ansatz 10 µl cDNA-Synthese-Mix (2 µl 10 x RT-Puffer, 4 µl 25 mM
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MgCl2, 2 µl 0,1 M DTT, 1 µl RNase out und 1 µl SuperScript III; Invitrogen GmbH,
Karlsruhe) zugegeben und für 50 min bei 50 °C inkubiert, so dass die reverse Transkrip-
tion stattfinden konnte. Nach Ablauf dieser Zeit wurde die Reverse Transkriptase durch
eine Erhöhung der Temperatur auf 85 ◦C für die Dauer von 5 min denaturiert. Nach
kurzer Abkühlung im Eisbad wurde jeweils 1 µl RNase H zugegeben und für 20 min bei
37 ◦C inkubiert. Bis zur weiteren Verwendung wurde das Material bei −20 ◦C gelagert.
3.4.4.3 Polymerase-Kettenreaktion
Mittels der Polymerase-Kettenreaktion werden die zwischen zwei Primerpaaren einge-
schlossenen DNA-Sequenzen amplifiziert und somit vervielfältigt. Die Primersequenzen
sind in Tabelle 3.2 dargestellt.
Tabelle 3.2: Sequenzen der eingesetzten Primer
Primer Sequenz von 5´nach 3´
RXFP1for GCT TCC TCC TGA TTG CTT CA
RXFP1rev TCA GGT AAA CGG GTG AGG AC
Die synthetisierte cDNA wurde 1:1000 verdünnt. 1 µl dieser Verdünnung wurde jeweils
mit 9 µl des Master-Mix vermengt. Die Zusammensetzung des Master-Mix gibt eine
Tabelle im Anhang S.A-10 wieder.
Die Lösung wurde gemischt, kurz anzentrifugiert und in den Thermocycler (Mastercy-
cler gradient, Fa. Eppendorf, Hamburg) gestellt. Die PCR durchlief 40 identische Zyklen
(siehe Anhang S.A-10). Initial wurde über 5 min eine Temperatur von 95 ◦C eingestellt,
um die Polymerase zu aktivieren. Nach den Zyklen sank die Temperatur auf 4 ◦C, um
die Proben bis zur Entnahme zu konservieren.
Für die abschließende Gelelektrophorese wurde nach der bereits in Kapitel 3.1.1. be-
schriebenen Anleitung ein 1 %iges Agarosegel gegossen, um eine Auftrennung der PCR-
Produkte zu erreichen. Es wurde eine Spannung von 60 V über eine Dauer von 50 min
angelegt. Nach der Elektrophorese wurden die Gele im Geldokumentationssystem (Gene-
Genius 2 Syngene, Cambridge, UK) fotografiert und anschließend ausgewertet.
3.5 Auswertung
Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm SPSS 15 (SPSS GmbH
Software, München). Das Vorliegen einer Normalverteilung wurde mit dem Kolmogorov-
Smirnov-Test überprüft. Es wurden im Falle der Tumorvolumina, der Tumorgewichte und
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der immunhistochemischen Nachweise die Mittel-, Median- sowie Minimal- und Maximal-
werte berechnet. Die Prüfung der Daten auf statistisch auffällige Unterschiede wurde
aufgrund der signifikanten Abweichungen von der Normalverteilung mit dem nichtpara-
metrischen U-Test nach Mann-Whitney durchgeführt. Die Signifikanzen wurden mit Hilfe
des Chi2 berechnet. Korrelationsberechnungen wurden mit dem Korrelationskoeffizienten
nach Spearman erstellt. Weiterhin wurde eine Regressionsanalyse der Tumorgewichte und
-volumina in Abhängigkeit der Beobachtungszeit durchgeführt.
Die histologischen und immunhistochemischen Präparate wurden durch lichtmikrosko-
pische Betrachtung ausgewertet (Axioskop 2 mot plus, Zeiss, Jena). Die Daten wurden
mittels digitaler Bildaufnahmen dokumentiert (AxioCam MRc, Zeiss, Jena; Software:
Axiovision 4, Zeiss). Die positiven Zellen der immunhistochemischen Präparate zum
Nachweis des RXFP1, des Makrophagenmarkers MAC 387, des Proliferationsmarkers
Ki67 sowie der Steroidhormonrezeptoren ER und PR wurden ausgezählt, indem zwischen
3000− 5000 Zellen verschiedener zufällig ausgewählter Bildaufnahmen beurteilt wurden.
Um eine Vergleichbarkeit zu erreichen, wurden diese Ergebnisse in % umgerechnet.
4 Ergebnisse
4.1 Tumorwachstum und Sektion der Tiere
Das Tumorwachstum entwickelte sich bei allen Tieren im Alter von 128− 185 d. Häufig
war das erste Tumorwachstum in den kaudalen Mammakomplexen zu finden. Bei der
ersten Palpation hatten die Tumoren Erbsengröße. Nach Feststellung des ersten Tumor-
wachstums wurde spätestens am folgenden Tag die Implantation der osmotischen Pumpe
vorgenommen, welche bei den Tieren der Relaxin-Gruppe mit Relaxin und bei den Tieren
der Kontrollgruppe mit isotoner NaCl-Lösung befüllt war. Nach einer Beobachtungszeit
von 10− 49 d wurde die Sektion der Tiere vorgenommen. Zum Zeitpunkt der Tötung
hatten alle Mäuse ein normales Körpergewicht von 29,5− 37 g.
Die Tiere wurden mittels Deluxation der Halswirbelsäule schnell und schmerzlos ge-
tötet. Unmittelbar danach wurde die Herzpunktion zur Blutentnahme vorgenommen. In
der Sektion wurden die Tumoren dann adspektorisch und palpatorisch untersucht. Die
Ausdehnung des Tumorwachstums in der Milchleiste reichte von der Apertura thoraxis
bis zum Schwanzansatz. Es waren pro Mammaleiste 1− 5 Tumoren ausgebildet. In der
Relaxingruppe hatte der kleinste feststellbare Tumor ein Volumen von 0,064 cm3 und ein
Gewicht von 0,1 g. Der größte ausgebildete Tumor in dieser Gruppe hatte ein Volumen
von 11,37 cm3 und ein Gewicht von 5,6 g. In der Kontrollgruppe war der kleinste Tumor
0,15 g schwer und hatte ein Volumen von 0,12 cm3. Der größte Tumor hatte in dieser
Gruppe ein Gewicht von 3,83 g und ein Volumen von 7,6 cm3. Die Anzahl der Tumoren
pro Tier war zwischen Relaxin- und Kontrollgruppe nicht signifikant (p = 0,502) unter-
schiedlich. Makroskopisch waren alle Tumoren als knotig und von weiss-gelber Farbe und
harter Konsistenz zu beschreiben. Häufig konnten in einem Mammakomplex mehrere
Tumoren gefunden werden.
Für weitere Analysen wurde der Tumor jeweils zweigeteilt und in 4 %igem Formalde-
hyd und flüssigem Stickstoff konserviert. Außerdem wurden alle inneren Organe zunächst
adspektorisch auf Metastasen untersucht. Es wurden jeweils zwei Biopsien von Leber,
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Lunge und Niere entnommen und wie die Tumoren konserviert.
4.2 Tumorgewicht und Tumorvolumen
Die einzelnen Tumoren wurden aus der Mammaleiste herauspräpariert und die Tumorge-
wichte sowie -volumina ermittelt. Die Addition der Volumina und Gewichte der Einzel-
tumoren ergab für jedes Tier ein Gesamttumorvolumen und Gesamttumorgewicht. Die
Ergebnisse dieser Bestimmungen für jedes einzelne Tier sind in Tabelle 4.1 und 4.2 auf-
geführt.
Tabelle 4.1: Tumorvolumen und Tumorgewicht der Mäuse aus der
Relaxin-Gruppe
Maus Nummer Überlebenszeit





94mP 15 4,77 2,36
96mP 16 2,1 1,22
111mP 18 8,13 6,05
143mP 20 1,6 1,2
40mP 23 21,76 12,56
46mP 23 4,11 2,89
47mP 23 8,7 3,89
18mP 24 5,96 3,3
20mP 24 10,31 5,82
129mP 24 9,7 6,07
41mP 25 7,5 3,56
132mP 25 4,6 3,71
34mP 26 12,18 4,87
134mP 26 10,8 7,05
98mP 27 11,27 5,78
52mP 28 11,74 5,97
53mP 28 9,87 5,19
72mP 29 8,14 5,53
75mP 29 4,66 3,67
85mP 30 4,94 2,32
32mP 37 15,7 7
36mP 44 11,46 5,04
71mP 49 16,38 8,47
Ergebnisse 39
Tabelle 4.2: Tumorvolumen und Tumorgewicht der Mäuse aus der
Kontrollgruppe
Maus Nummer Überlebenszeit





56oP 10 4,27 3,16
40oP 10 6,46 3,23
56oP 11 7,54 6,07
57oP 11 17,13 8,61
61oP 13 2,67 1,92
60oP 13 5,63 2,76
154oP 14 1,7 1,55
59oP 14 2,05 0,03
58oP 14 3,9 2,66
50oP 15 4,32 2,33
43oP 15 8,24 5,6
97oP 17 1,26 1,7
167oP 17 1,77 1,32
57oP 17 4,19 1,84
105oP 23 4,26 2,91
36oP 23 20,73 14,14
86oP 25 15,2 9,4
152oP 26 1,07 0,61
137oP 29 2,07 2,02
103oP 30 5,23 3,91
110oP 31 3,8 3,45
135oP 33 1,71 1,61
Das geringste Gesamttumorvolumen bzw. Gesamttumorgewicht in der Kontrollgruppe
waren 1,26 cm3 und 0,03 g, das größte Gesamttumorvolumen bzw. Gesamttumorgewicht
stellten 20,73 cm3 und 14,14 g dar. Die Mittelwerte für Tumorvolumen und Tumorgewicht
in der Kontrollgruppe lagen bei 5,69±5,33 cm3 bzw. bei 3,67±3,31 g. Die Ermittlung der
Medianwerte ergab ein Tumorvolumen von 4,23 cm3 und ein Tumorgewicht von 2,71 g .
In der Relaxin-Gruppe wurde ein Gesamttumorvolumen von 1,60 cm3 und ein Ge-
samttumorgewicht von 1,2 g als kleinste Werte ermittelt. Demgegenüber stehen 21,76
cm3 und 12,56 g als größtes gemessenes Gesamttumorvolumen und -gewicht. Als Mittel-
werte wurden für das Tumorvolumen 8,97±4,80 cm3 für das Tumorgewicht 4,94±2,51 g
ermittelt. Die Bestimmung der Medianwerte ergab für das Tumorvolumen 8,7 cm3 und
für das Tumorgewicht 5,04 g.
Die statistische Auswertung dieser Ergebnisse konnte zeigen, dass das Tumorgewicht
und -volumen der Relaxin-Gruppe gegenüber der Kontrollgruppe zu den verschiedenen
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Untersuchungszeitpunkten signifikant (p < 0,01) erhöht war. Diese Ergebnisse lassen die
Vermutung zu, dass die Tiere der Relaxingruppe ein schnelleres Tumorwachstum auf-
wiesen als die Tiere der Kontrollgruppe. Um diesen Zusammenhang genauer zu untersu-
chen, wurde eine Regressionsanalyse vorgenommen. Im Rahmen dieser Regressionsanalyse
konnten folgende Wachstumskurven für die Tumoren errechnet werden:
Tumorvolumen Relaxin-Gruppe: y(t) = 1,57 · e0,062t
Tumorvolumen Kontrollgruppe: y(t) = 3,4 · e0,012t
Tumorgewicht Relaxin-Gruppe: y(t) = 1,15 · e0,051t
Tumorgewicht Kontrollgruppe: y(t) = 1,59 · e0,018t
Die Regressionsanalyse ergab für die Variable Gewicht und Volumen im Falle der
Relaxingruppe eine signifikante Abhängigkeit von der Zeit. Für die Variable Gewicht er-
gab sich ein p-Wert von 0,04, für die Variable Volumen errechnete sich ein p-Wert von
0,03. Das bedeutet, dass ein längerer Beobachtungszeitraum unter Relaxinexposition zu
größeren Tumorgewichten führte. Bei den Tumoren der Kontrollgruppe konnte dieser Zu-
sammenhang statistisch nicht gesichert werden. Die Analyse ergab für das Tumorvolumen
einen p-Wert von 0,58 und für das Tumorgewicht von 0,63. Der Grund hierfür ist in den
zu geringen Tumorgewichten und -volumina zu sehen. Das Wachstum der Tumoren ist
in der Kontrollgruppe einfach zu langsam, um einen signifikanten Zusammenhang zwi-
schen Tumorvolumen bzw. -gewicht und der Zeit darstellen zu können. Daher lässt die
Regressionsanalyse ein schnelleres Tumorwachstum in der Relaxin-Gruppe im Vergleich
zur Kontrollgruppe erkennen. Die Abbildungen 4.1 und 4.2 stellen dieses Ergebnis auch
graphisch dar.
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(a) Relaxin-Gruppe (b) Kontrollgruppe
Abbildung 4.1: Die Wachstumskurven errechnet aus dem Gesamt-
tumorvolumen bei den Tieren der Relaxin- (a) und Kontroll-
gruppe (b) in einem Beobachtungszeitraum von 10 bis 49 d
(a) Relaxin-Gruppe (b) Kontrollgruppe
Abbildung 4.2: Die Wachstumskurven errechnet aus dem Gesamt-
tumorgewicht bei den Tieren der Relaxin- (a) und Kontroll-
gruppe (b) in einem Beobachtungszeitraum von 10 bis 49 d
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4.3 Bluthormonspiegel
Anhand der entnommenen Blutproben wurden für alle Tiere der Relaxin- und Kontroll-
gruppe die Blutspiegel von Relaxin, E2 und P4 ermittelt. Wie in Kapitel 3.3 beschrieben,
wurde dazu die Methode des kompetetiven Doppelantikörper-Enzymimmunoassays ver-
wendet. Eine Übersicht über die Einzelwerte der Tiere in Relaxin- und Kontrollgruppe
geben die Tabellen 4.4 und 4.5 wieder.
Durch die Bestimmung des Blutrelaxinwertes sollte herausgefunden werden, ob die os-
motische Minipumpe erwartungsgemäß zu einer Erhöhung des Relaxinspiegels im Blut der
Mäuse geführt hat und somit auch eine erhöhte Relaxinkonzentration im Brustdrüsenge-
webe angenommen werden konnte. Die Messung der Blutrelaxinwerte ergab für die Tiere
der Relaxin-Gruppe einen Mittelwert von 0,6±0,35 ng/ml. Bei den Tieren der Kontroll-
gruppe wurde ein mittlerer Blutrelaxinwert von 0,12±0,15 ng/ml ermittelt. Damit sind
die Blutrelaxinwerte der Relaxin-Gruppe signifikant (p < 0,05) gegenüber den Werten
der Kontrollgruppe erhöht. Somit kann davon ausgegangen werden, dass die Applikation
des Peptidhormons über die osmotische Minipumpe auch zu erhöhten Relaxinwerten im
Brustdrüsengewebe der Mäuse geführt hat.
Die Ermittlung der E2- und P4-Blutspiegel diente der Untersuchung des Einflusses
von Relaxin auf den Stoffwechsel der Steroidhormone im Krebsgeschehen. Im Falle des
E2 wurden folgende Werte ermittelt: Der Mittelwert von 268,4±304,2 pg/ml in der
Relaxin-Gruppe im Vergleich zu 136±28,8 pg/ml in der Kontrollgruppe lässt erkennen,
dass der E2-Blutspiegel der Tiere in der Kontrollgruppe deutlich, jedoch nicht signifikant
(p = 0,286) über dem der Relaxin-Gruppe liegt.
Der mittlere Blutprogesteronspiegel der Tiere in der Relaxin-Gruppe lag bei 0,33±0,19
ng/ml. In der Kontrollgruppe zeigte die Analyse im Mittel einen Wert von 0,17±0,17
ng/ml. Die Werte der Relaxin-Gruppe sind damit hoch signifikant (p < 0,001) gegenüber
denen der Kontrollgruppe erhöht. In Tabelle 4.3 sind die Mittelwerte, Medianwerte sowie
die größten und kleinsten Werte der Relaxin-, E2- und P4-Blutspiegel in Relaxin- und
Kontrollgruppe gegenübergestellt.
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Tabelle 4.3: Vergleich der Mittelwerte, Medianwerte sowie der
größten und kleinsten Werte der Relaxin-, E2- und P4-
Blutspiegel in Relaxin- und Kontrollgruppe.
RLX in ng/ml E2 in pg/ml P4 in ng/ml
Relaxin Kontrolle Relaxin Kontrolle Relaxin Kontrolle
Mittelwert 0,6 0,12 268,4 136 6,45 0,17
Median 0,52 0,06 174,5 139,5 0,35 0,25
kleinster Wert 0,05 0,02 69 98 0,04 0,18
größter Wert 1,58 0,45 1364 167 129 0,31
Tabelle 4.4: Relaxin-, E2- und P4-Blutspiegel der Tiere der Rela-
xingruppe
Maus Nummer Relaxin in ng/ml E2 in pg/ml P4 in ng/ml
32mP 0,49 820 129
34mP 0,54 121 0,31
36mP 0,06 152 0,32
40mP 0,07 201 0,06
41mP 0,56 95 1,86
46mP 0,76 69 4,2
47mP 0,51 171 0,19
52mP 0,45 185 0,65
53mP 0,78 97 1,15
57mP 0,09 1364 0,41
58mP 0,04 506 0,19
71mP 1,12 222 0,64
75mP 0,05 178 0,17
85mP 1,58 547 0,16
86mP 0,07 183 0,04
94mP 0,32 99 0,38
96mP 0,52 165 0,71
111mP 0,47 76 0,2
129mP 0,67 180 0,51
134mP 0,44 146 0,08
143mP 0,33 91 0,61
154mP 0,45 236 0,08
Tabelle 4.5: Relaxin-, E2- und P4-Blutspiegel der Tiere der Kon-
trollgruppe
Maus Nummer Relaxin in ng/ml E2 in pg/ml P4 in ng/ml
50oP 0,33 98 0,23
56oP 0,05 167 0,27
135oP 0,02 134 0,31
152oP 0,02 145 0,18
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4.4 Histologie und Immunhistochemie
Die histologischen Untersuchungen sollten einerseits einen Überblick über die Pathohis-
tologie der Tumoren liefern und zum anderen die Untersuchung der Parenchyme auf Me-
tastasen ermöglichen. Immunhistochemische Färbungen wurden von den Tumoren zum
Zwecke der Darstellung des Proliferationsmarkers Ki67, des Makrophagenmarkers MAC
387, des Relaxinrezeptors RXFP1 sowie der Steroidhormonrezeptoren ER und PR ange-
fertigt. In den Abbildungen zu den einzelnen Färbungen ist jeweils ein typisches Beispiel
aus der Relaxin- bzw. Kontrollgruppe aufgeführt. Da bei den H&E-Färbungen der Tumo-
ren keine morphologischen Unterschiede zwischen den beiden Gruppen gefunden wurden,
ist hier auf eine Gegenüberstellung von Relaxin- und Kontrollgruppe verzichtet worden.
4.4.1 Mikroskopische Betrachtung der Tumoren
Im vorliegenden Versuch konnten in der H&E-Färbung alle Tumoren als invasive Mam-
makarzinome identifiziert werden. Übereinstimmend mit den Ergebnissen anderer Ar-
beitsgruppen (Masuelli et al. 2007; Boggio et al. 1998) war zu erkennen, dass die
Tumorzellen dem duktalen Epithel sowie dem Drüsenepithel der Lobuli entstammten.
Es handelte sich um eine Vergesellschaftung eines duktalen und lobularen Karzinom.
Aufgrund des Beobachtungszeitraumes von maximal 49 d nach dem ersten erkennbaren
Tumorwachstum ist es im vorliegenden Versuch noch nicht zur Metastasierung gekom-
men, es handelt sich aber eindeutig um ein invasives Tumorwachstum. Es ist möglich,
dass sich bei einem längeren Beobachtungszeitraum der Tiere ein Metastasierungsprozess
entwickelt hätte.
Wie in Abbildung 4.3 Bildteil A zu erkennen ist, waren unregelmäßig geformte, drüsige
bis solide Tumorzellverbände ausgebildet, welche von zellarmen desmoplastischen Stroma
umgeben waren. Die Tumorzellen erscheinen zytoplasmareich mit vergrößerten hyper-
chromatischen Kernen und prominenten Nucleoli. Ebenfalls ist in diesem Bildteil die
überwiegend lobulare Komponente der Tumoren zu erkennen. Abbildung 4.3 Bildteil B
zeigt herdförmige Tumornekrosen, welche recht häufig zu finden waren. Weiterhin sind in
Bildteil C viele Mitosen zu erkennen. Abbildung 4.3 Bildteil D zeigt einen Bildausschnitt,
welcher die weniger ausgeprägte duktalen Komponente der Tumoren darstellt.
Ergebnisse 45
Abbildung 4.3: H&E-Färbung der Tumoren von Tieren aus der
Relaxin- und Kontrollgruppe. Folgende histologische Merk-
male des Mammakarzinoms konnten gefunden werden: A:
überwiegend lobulare Tumorkomponente, unregelmäßig ge-
formte, drüsige bis solide Tumorzellverbände umgeben von
zellarmen desmoplastischem Stroma B: herdförmige Tumor-
nekrosen C: weniger ausgeprägte duktale Komponente des Tu-
mors D: zytoplasmareiche Tumorzellen mit vergrößerten hy-
perchromatischen Kernen, prominenten Nucleoli und Mitosen
4.4.2 Mikroskopische Untersuchung der Organe auf Metastasen
Im Rahmen der Sektion der Tiere wurden Biopsien von Leber, Lunge und Niere entnom-
men, um diese Organe mikroskopisch auf Metastasen untersuchen zu können. Dazu wurde
ein jeweils 1 cm3 großes Stück in 4 %igem Formaldehyd konserviert und später in Paraffin
eingebettet. Danach wurden von diesen Organproben 5 µm dicke Schichten geschnitten,
auf Objektträger aufgezogen und mit Hämalaun und Eosin gefärbt.
Bei der H&E-Färbung werden Zellkerne und Zytoplasma unterschiedlich dargestellt.
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Der Farbstoff Hämalaun führt zu einer blau-violetten Färbung der Zellkerne, wohingegen
das Eosin das Zytoplasma rosa bis pink anfärbt.
Die H&E-Färbungen der Lunge zeigten bei allen Tieren ein einschichtiges, mehrrei-
higes, hochprismatisches Epithel. Es waren von einem dichten Kapillarnetz umgebene
Alveolen sowie Basalzellen zu erkennen. Weiterhin fanden sich fibroelastisches Binde-
gewebe und glatte Muskelfasern. Bei einigen wenigen Tieren waren aufgrund des mehr
kranial geführten Schnittes zur Biopsieentnahme auch hyaline Knorpelspangen zu erken-
nen. Insgesamt entsprach dieses histologische Bild dem physiologischen Lungengewebes.
Weder in der Relaxin-, noch in der Kontrollgruppe konnten Hinweise auf einen Metas-
tasierungsprozess gefunden werden. Abbildung 4.4 Bildteile A und B zeigen jeweils ein
histologisches Bild des Lungengewebes aus Relaxin- und Kontrollgruppe.
Die mikroskopische Betrachtung des Lebergewebes zeigte polygonale Hepatozyten mit
großen Kernen und deutlichem Nucleolus. Es war sehr gut die radiäre Anordnung der
Hepatozyten um die Zentralvene zu sehen. Man konnte weiterhin Lebersinusoide, Lymph-
gefäße sowie die Lebertrias erkennen. Auch hier waren keine Abweichungen vom physio-
logischen Bild der Leber festgestellbar und keinerlei Hinweise auf Metastasen gefunden
worden. In Abbildung 4.4 Bildteile C und D ist das Lebergewebe jeweils von einem Tier
aus Relaxin- und Kontrollgruppe dargestellt.
Abbildung 4.4 Bildteile E und F zeigen die mikroskopische Darstellung des Nieren-
rindengewebes bei jeweils einer Maus aus Relaxin- und Kontrollgruppe. Es waren die
Nierenkörperchen mit den gewundenen Abschnitten der Haupt- und Mittelstücke sowie
Markstrahlen mit den geraden Anteilen der proximalen und distalen Nierentubuli, der
Henle-Schleife und verzweigten Anteilen des Sammelrohrsystems zu erkennen. In beiden
Gruppen fanden sich keinerlei Hinweise auf Metastasierung.
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Abbildung 4.4: Mikroskopische Darstellung einer H&E-Färbung
verschiedener Parenchyme bei den Tieren der Relaxin-
und Kontrollgruppe: A Lungengewebe Relaxin-Gruppe;
B Lungengewebe Kontrollgruppe; C Lebergewebe Relaxin-
Gruppe; D Lebergewebe Kontrollgruppe; E Nierenrindenge-
webe Relaxin-Gruppe; F Nierenrindengewebe Kontrollgruppe
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4.4.3 Immunhistochemische Untersuchung der Tumoren
Mittels immunhistochemischer Färbemethoden wurden der Proliferationsmarker Ki67, der
Makrophagenmarker MAC 387, der Relaxinrezeptor RXFP1 sowie die Steroidhormonre-
zeptoren ER und PR dargestellt. Da als chromogenes Substrat der AEC-Peroxidase-
Substrat- Kit (Dako Diagnostics, Hamburg) eingesetzt wurde, waren bei allen Versuchen
rotbraune bis rote Färbungen als positives Signal zu erwarten. Es wurden dabei für jeden
Marker mehrere Tumoren einer Maus gefärbt und ausgezählt. Pro Maus wurden dann
zwischen 3000 und 6000 Gesamtzellen gezählt und die positiven Signale in der jeweiligen
Färbung ermittelt. Um eine Vergleichbarkeit zu erreichen, wurden die Ergebnisse in %
umgerechnet. In Abbildung 4.5 sind die immunhistochemischen Nachweise der einzelnen
Färbungen von Relaxin- und Kontrollgruppe dargestellt.
4.4.3.1 Proliferationsmarker Ki67
Das Ki67-Protein ist ein kernständiges Antigen und wird in allen Zellen der Wachstums-
fraktion exprimiert. Somit erscheinen im immunhistochemischen Nachweisverfahren alle
Zellkerne als positiv, die sich in der G1-, S- oder G2-Phase des Zellzyklus befinden. Der
Ki67-Nachweis gibt damit Aufschluss über die Wachstumsgeschwindigkeit eines Tumors.
Es stellen sich zytoplasmareiche Tumorzellen mit vergrößerten Kernen dar, wobei in den
Kernen teilweise Nucleoli zu erkennen sind. Die Zellkerne der Ki67-negative Zellen stellen
sich blau dar, da eine Gegenfärbung mit Hämatoxillin durchgeführt wurde.
Bei den Tieren der Relaxin-Gruppe wurde ein Mittelwert von 30,37±22,70 % Ki67-
positiver Zellen ermittelt. Der kleinste gezählte Wert lag bei 0 % positiver Zellen, der
größte bei 99 %. In der Kontrollgruppe ließ sich hingegen lediglich ein Mittelwert von
8,13±9,76 % errechnen. Ebenfalls ist hier der kleinste Wert 0 %, der größte Wert stellte
sich mit 26 % dar. Als Medianwerte wurden in der Kontrollgruppe 3 %, in der Relaxin-
Gruppe 31 % positive Zellen errechnet. Daraus ergibt sich eine hoch signifikant (p < 0,001)
stärkere Expression des Proliferationsmarkers Ki67 im Tumorgewebe der Tiere aus der
Relaxin-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe. Tabelle 4.6 gibt einen Überblick über
die Anzahl der Ki67-positiven Zellen bei den Tieren der Relaxin- und Kontrollgruppe.
Abbildung 4.5 auf S.54 zeigt den immunhistochemischen Nachweis des Ki67-Proteins
im Tumorgewebe der Relaxin- (A) und der Kontrollgruppe (B). Das Insert in der Abbil-
dung der Kontrollgruppe zeigt die Negativkontrolle.
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Tabelle 4.6: Anzahl der Ki67-positiven Zellen in % bei den Tieren
der Relaxin- und Kontrollgruppe
Relaxin-Gruppe Anzahl der positiven
Zellen in %
Kontrollgruppe Anzahl der positiven
Zellen in %
75mP 0 61oP 0
71mP 3 105oP 0
53mP 4 152oP 0
40mP 7 167oP 0
52mP 9 58oP 1
96mP 25 59oP 1
85mP 30 60oP 1
129mP 30 36oP 3
134mP 30 57oP 3
46mP 32 50oP 4
34mP 33 56oP 11
98mP 33 137oP 15
94mP 35 97oP 20
111mP 40 103oP 20
143mP 40 110oP 25
41mP 99 154oP 26
4.4.3.2 Makrophagenmarker
Mittels der hier durchgeführten Makrophagenfärbung wurden alle Makrophagen im Ge-
webe als braune Zellen sichtbar. Da es sich um ein membranständiges Antigen handelt,
ist die gesamte Zelle braun dargestellt. Die Zellkerne erscheinen blau aufgrund der Ge-
genfärbung mit Hämatoxillin. Bei den braun gefärbten Zellen handelt es sich um tumor-
assoziierte Makrophagen (TAMs), welche im Rahmen des Krebsgeschehens ins Stroma
der Tumoren einwandern (Halin et al. 2009). Sie stellen sich als relativ große Zellen mit
rund- bis längsovalem Querschnitt und mittelgroßen Kernen dar. Das Bindegewebe um die
Makrophagen hatte ein physiologisches Erscheinungsbild. Zwischen den Bindegewebsfa-
sern waren noch andere typische Stromazellen wie Fibroblasten, Fibrozyten, Histiozyten,
Lymphozyten, Plasmazellen und Mastzellen zu erkennen. Weiterhin waren größere und
kleinere Gefäße zu sehen.
In der Relaxin-Gruppe fanden sich im Mittel 28,8±11,44 % Makrophagenmarker-
positiv gefärbte Zellen, wohingegen in der Kontrollgruppe im Mittel nur 9,4±4,5 % posi-
tive Signale zu finden waren. Der kleinste ermittelte Wert in der Kontrollgruppe lag bei
2 %, der größte bei 19 % positiven Signalen. In der Relaxin-Gruppe wurden als kleinster
Wert 12 % und als größter Wert 54 % gezählt. Als Medianwerte wurden in der Kon-
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Tabelle 4.7: Anzahl der MAC 387-positiven Zellen in % bei den
Tieren der Relaxin- und Kontrollgruppe
Relaxin-Gruppe Anzahl der positiven
Zellen in %
Kontrollgruppe Anzahl der positiven
Zellen in %
85mP 12 152oP 2
134mP 15 167oP 2
94mP 18 57oP 5
46mP 21 50oP 7
34mP 24 135oP 7
53mP 24 154oP 8
75mP 24 105oP 9
143mP 24 110oP 10
41mP 25 36oP 11
40mP 27 137oP 11
71mP 28 58oP 12
52mP 29 59oP 12
96mP 34 97oP 12
129mP 39 60oP 14
111mP 54 61oP 19
trollgruppe 10 % und in der Relaxin-Gruppe 24 % positive Zellen ermittelt. Diese Werte
geben zu erkennen, dass die Anzahl der positiven Signale in der Relaxin-Gruppe hoch-
signifikant (p < 0,001) gegenüber der Kontrollgruppe erhöht war. In Tabelle 4.7 ist die
Anzahl der Makrophagenmarker-positiven Zellen in % bei den Tieren der Relaxin- und
Kontrollgruppe gegenübergestellt.
Abbildung 4.5 auf S.54 zeigt den immunhistochemischen Nachweis des Makrophagen-
markers im Tumor-umgebenden Bindegewebe der Relaxin- (C) und der Kontrollgruppe
(D). Das Insert in der Abbildung der Kontrollgruppe zeigt die Negativkontrolle.
4.4.3.3 Relaxinrezeptor
Der Relaxinrezeptor RXFP1 ist ein G-Protein-gekoppelter, membranständiger Rezeptor
mit 7 Transmembrandomänen. Daher ist eine zellmembranassoziierte Färbung zu erwar-
ten. Es wurde auch hier eine Gegenfärbung mit Hämatoxillin durchgeführt, welche die
Zellkerne blau erscheinen lässt. Abbildung 4.5 auf S.54 zeigt den immunhistochemischen
Nachweis des RXFP1 im Tumorgewebe der Relaxin- (E) und der Kontrollgruppe (F).
Das Insert in der Abbildung der Kontrollgruppe zeigt die Negativkontrolle. Auch hier
sind große Tumorzellen mit großen, chromatinreichen Kernen zu erkennen. Bei höherer
Vergrößerung sind auch Nucleoli zu sehen. Das Zytoplasma hat bei den positiven Zellen
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Tabelle 4.8: Anzahl der RXFP1-positiven Zellen in % bei den Tieren
der Relaxin- und Kontrollgruppe
Relaxin-Gruppe Anzahl der positiven
Zellen in %
Kontrollgruppe Anzahl der positiven
Zellen in %
53mP 1 57oP 0
71mP 1 58oP 0
134mP 1 60oP 0
132mP 2 97oP 0
46mP 9 135oP 0
20mP 20 152oP 0
143mP 41 36oP 1
41mP 57 61oP 1
40mP 61 105oP 1
18mP 69 86oP 10
94mP 80 110oP 15
129mP 90 43oP 28
111mP 95 103oP 35
eine unregelmässig rote Färbung. Die Intensität der Rotfärbung ist bei den Tieren der
Relaxin-Gruppe als mittel bis schwach und bei den Tieren der Kontrollgruppe als leicht
zu bezeichnen.
Im Mittel fanden sich in der Relaxin-Gruppe 39,2±37,86 % positive Zellen, welche den
Relaxinrezeptor RXFP1 exprimierten. In der Kontrollgruppe waren es 7±11,9 %. Der
Minimalwert in der Kontrollgruppe lag bei 0 %, der Maximalwert bei 35 %. In der Relaxin-
Gruppe lag der Minimalwert bei 1 % und der Maximalwert bei 95 % RXFP1-positiver
Zellen. Als Mediane wurden in der Kontrollgruppe 1 % und in der Relaxin-Gruppe 41 %
errechnet. Somit ließen sich im Tumorgewebe der Relaxin-exponierten Tiere signifikant
(p < 0,01) mehr Relaxinrezeptoren finden als im Tumorgewebe der Kontrollgruppe. Ta-
belle 4.8 stellt die Anzahl der RXFP1-positiven Zellen in % bei den Tieren der Relaxin-
und Kontrollgruppe gegenüber.
4.4.3.4 Östradiolrezeptor
Der ER gehört zu den kernständigen Rezeptoren. Daher wird durch seinen immunhi-
stochemischen Nachweis eine Kernfärbung erreicht. Abbildung 4.5 auf S.54 zeigt den
immunhistochemischen Nachweis des ER im Tumorgewebe der Relaxin- (G) und der Kon-
trollgruppe (H). Das Insert in der Abbildung der Kontrollgruppe zeigt die Negativkon-
trolle. Die ER-positiv gefärbten Kerne erscheinen in beiden Gruppen in einer unterschied-
lich starken Rotfärbung. Die Zellkerne der ER-negativen Tumorzellen sind aufgrund der
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Tabelle 4.9: Anzahl der ER-positiven Zellen in % bei den Tieren
der Relaxin- und Kontrollgruppe.
Relaxin-Gruppe Anzahl der positiven
Zellen in %
Kontrollgruppe Anzahl der positiven
Zellen in %
71mP 1 57oP 0
96mP 1 103oP 0
98mP 1 97oP 1
132mP 1 167oP 1
75mP 9 36oP 2
129mP 19 50oP 10
34mP 44 58oP 13
46mP 58 152oP 30
111mP 64 154oP 40
134mP 72 56oP 80
Hämatoxillin-Färbung blau dargestellt.
Der Mittelwert der gezählten ER-positiven Zellen lag in der Relaxin-Gruppe bei
27±29,32 % und in der Kontrollgruppe bei 17,7±25,91 %. Als Minimalwert wurde in
der Kontrollgruppe 0 % und in der Relaxin-Gruppe 1 % ermittelt. Als maximale Werte
wurden in der Kontrollgruppe 80 % und in der Relaxin-Gruppe 72 % ER-positive Zellen
gezählt. Als Mediane wurden in der Kontrollgruppe 6 % und in der Relaxin-Gruppe 14
% errechnet. Damit war die ER-Verteilung in der Relaxin-Gruppe zwar deutlich, jedoch
nicht signifikant (p = 0,449) erhöht. Tabelle 4.9 gibt die Anzahl der ER-positiven Zellen
in % bei den Tieren der Relaxin- und Kontrollgruppe wieder.
4.4.3.5 Progesteronrezeptor
Der PR ist wie der ER ein kernständiger Rezeptor, wodurch auch in diesem Fall eine
Kernfärbung erzeugt wurde. Abbildung 4.5 auf S.54 zeigt den immunhistochemischen
Nachweis des PR im Tumorgewebe der Relaxin- (I) und der Kontrollgruppe (K). Das
Insert in der Abbildung der Kontrollgruppe zeigt die Negativkontrolle. Die Intensität der
Rotfärbung der PR-positiven Zellen ist in Relaxin- und Kontrollgruppe gleichermaßen
kräftig ausgebildet. Die Zellkerne der PR-negativen Tumorzellen sind durch Hämatoxillin
blau eingefärbt.
Im Mittel ließ sich in der Relaxin-Gruppe bei 6,11±3,79 % der Zellen eine PR-Expres-
sion nachweisen. In der Kontrollgruppe waren 1,92±1,31 % der Zellen PR-positiv. Die
kleinsten ermittelten Werte waren 0 % in der Kontroll- und 2 % in der Relaxingruppe. Als
größte Werte wurden in der Kontrollgruppe 5 % und in der Relaxin-Gruppe 14 % ermittelt.
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Die Berechnung der Medianwerte ergab für die Kontrollgruppe einen Wert von 2 % und für
die Relaxin-Gruppe 6 %. Damit war in der Relaxin-Gruppe die Anzahl der PR-positiven
Zellen hochsignifikant (p < 0,001) gegenüber der Kontrollgruppe erhöht. Tabelle 4.10 gibt
einen Überblick über die Anzahl der Progesteronrezeptor-positiven Zellen in % bei den
Tieren der Relaxin- und Kontrollgruppe.
Tabelle 4.10: Anzahl der PR-positiven Zellen in % bei den Tieren
der Relaxin- und Kontrollgruppe.
Relaxin-Gruppe Anzahl der positiven
Zellen in %
Kontrollgruppe Anzahl der positiven
Zellen in %
111mP 2 60oP 0
46mP 3 56oP 1
71mP 3 57oP 1
96mP 5 59oP 1
129mP 5 152oP 1
52mP 6 50oP 2
85mP 6 154oP 2
134mP 6 137oP 2
143mP 6 167oP 2
34mP 7 36oP 3
75mP 10 110oP 3
53mP 14 105oP 5
54 Ergebnisse
Abbildung 4.5: Immunhistochemischer Nachweis des Ki67, MAC
387, RXFP1, ER und PR im Tumorgewebe. Das Insert in
der Darstellung der Kontrollgruppe zeigt jeweils die Negativ-
kontrolle. A: Ki67 in der Relaxin-Gruppe, B: Ki67 in der Kon-
trollgruppe, C: MAC 387 in der Relaxin-Gruppe, D: MAC 387
in der Kontrollgruppe, E: RXFP1 in der Relaxin-Gruppe, F:
RXFP1 in der Kontrollgruppe, G: ER in der Relaxin-Gruppe,
H: ER in der Kontrollgruppe, I: PR in der Relaxin-Gruppe,
K: PR in der Kontrollgruppe
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4.5 Molekularbiologischer Nachweis der RXFP1-spezi-
fischen mRNA im Tumorgewebe
Zur Ergänzung des immunhistochemischen RXFP1-Nachweises im Tumorgewebe wurde
mittels RT-PCR bei 8 Tieren der Relaxin-Gruppe und bei 7 Tieren der Kontrollgruppe
eine Analyse der Tumoren auf Expression der RXFP1-spezifischen mRNA vorgenommen.
Dazu wurde aus dem Tumorgewebe die Gesamt-RNA isoliert, durch Reverse Transkription
in komplementäre DNA umgewandelt und mittels PCR vervielfältigt. Dieses Amplifi-
zierungsprodukt wurde dann mittels Gelelektrophorese sichtbar gemacht. Abbildung 4.6
zeigt das Ergebnis der Gelelektrophorese.
Bei den Tieren der Relaxin-Gruppe ergab dieser Nachweis ein starkes Signal, wohinge-
gen in der Kontrollgruppe überhaupt keine bzw. sehr schwache Signale sichtbar wurden.
Ein fehlendes Signal spricht für eine zu schwache, nicht nachweisbare oder nicht vorhan-
dene RXFP1-Expression. Damit konnte bei allen untersuchten Tieren der Relaxin-Gruppe
im Tumorgewebe eine mittlere bis starke Expression der RXFP1-mRNA nachgewiesen
werden. In der Kontrollgruppe scheint diese Expression deutlich schwächer ausgeprägt zu
sein. Die Beobachtung aus der molekularbiologischen Analyse decken sich daher mit den
Ergebnissen des immunhistochemischen RXFP1-Nachweises im Tumorgewebe.
Abbildung 4.6: RT-PCR-Analyse der Tumoren auf Expression der
RXFP1-spezifischen mRNA. Die Tiere der Relaxin-Gruppe
sind mit 2, 3, 4, 5, 7, 9, 10 und 11 gekennzeichnet; die Proben
auf Position 1, 6, 8, 12, 13, 14 und 15 stammen von Tieren aus
der Kontrollgruppe. Auf Position 16 wurde eine Wasserprobe
als Negativkontrolle mitgeführt.
5 Diskussion
Ziel der vorliegenden Arbeit war die Beantwortung folgender Fragen:
• Kann Relaxin die Proliferation von Mammatumoren in vivo beeinflussen?
• Kann Relaxin Faktoren, die in die Geweberemodellierung involviert sind, in vivo
stimulieren?
• Induziert die exogene Gabe von Relaxin die Expression seiner eigenen Rezeptoren so-
wie der Steroidhormonrezeptoren und beeinflusst es die Steroidhormonbiosynthese?
Um die erste Frage beantworten zu können, wurden Tumorvolumina und -gewichte
zu unterschiedlichen Zeitpunkten erfasst und verglichen. Weiterhin wurde der Prolifera-
tionsmarker Ki67 im Tumorgewebe bestimmt, um den Anteil der Wachstumsfraktion im
Zellverband des Tumors zwischen Relaxin- und Kontrollgruppe vergleichen zu können.
Die Frage nach der Stimulation geweberemodellierender Faktoren durch Relaxin konn-
te durch eine Makrophagenfärbung des tumorumgebenden Bindegewebes beantwortet
werden.
Um der Frage nach der Induktion der Expression von Relaxin- sowie Steroidhormon-
rezeptoren durch Relaxin im Tumorgewebe nachgehen zu können, wurden diese Rezep-
toren in Relaxin- und Kontrollgruppe mittels immunhistochemischer Nachweismethoden
dargestellt und zahlenmäßig miteinander verglichen. Um eine Aussage bezüglich der peri-
pheren Hormonkonzentrationen treffen zu können, wurden der Relaxin-, der E2- und der
P4-Blutspiegel bestimmt. Im Folgenden sollen die einzelnen Fragen diskutiert werden.
5.1 Kann Relaxin Wachstum und Proliferation der
Mammatumoren in vivo beeinflussen?
Die Ergebnisse des vorliegenden Versuches zeigen ein schnelleres Tumorwachstum bei den
Tieren der Relaxin-Gruppe. Das durchschnittliche Tumorgewicht und -volumen ist bei
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diesen Tieren signifikant (p < 0,01) gegenüber den Tieren der Kontrollgruppe erhöht. Da
im Rahmen der Regressionsanalyse bei den Tieren der Kontrollgruppe im Gegensatz zur
Relaxin-Gruppe keine Korrelation zwischen Tumorgewicht bzw. -volumen und Zeit er-
mittelt werden konnte, wurde deutlich, dass die Tumoren unter Relaxineinfluss schneller
wuchsen. Um diese Hypothese zu untermauern, wurde der Proliferationsmarker Ki67 im
Tumorgewebe untersucht. Es zeigte sich anhand der immunhistochemischen Nachweis-
methode, dass eine hochsignifikant (p < 0,001) größere Anzahl an Ki67-positiven Zellen
bei den Tieren der Relaxin-Gruppe im Tumorgewebe gefunden werden konnte.
Die Expression des Ki67-Proteins ist sehr eng mit der Zellproliferation gesunder und
neoplastischer Zellen verbunden (Endl und Gerdes 2000). In der G0-Phase, welche
eine Ruhephase ohne Wachstum und Syntheseleistung der Zelle darstellt, kann das Pro-
tein nicht nachgewiesen werden (Gerdes et al. 1984). Somit ist der Nachweis des Ki67-
Proteins ein hervorragendes Instrument zur Darstellung der Wachstumsgeschwindigkeit
eines Zellverbandes. Untersuchungen von Mammakarzinomen haben gezeigt, dass eine
hohe Expressionsrate des Ki67-Proteins mit einer schlechteren Prognose einhergeht, da es
sich in diesen Fällen meist um ein ausgesprochen progressives Tumorgeschehen handelt
(Urruticoechea et al. 2005; de Azambuja et al. 2007). Die Ergebnisse im vorliegen-
den Versuch bestätigen dies, da die Tiere mit den schneller wachsenden Tumoren auch
signifikant mehr Ki67 exprimiert haben.
Die Frage, ob Relaxin eine proliferationsfördernde oder -hemmende Wirkung im Tu-
morgeschehen hat, wird in der Literatur bereits seit einiger Zeit kontrovers diskutiert.
Neben zahlreichen Hinweisen auf einen promotionsfördernden und invasivitätserhöhenden
Einfluss des Peptidhormons auf die Tumorzellen (Bigazzi et al. 1992; Tashima et al.
1994; Bani et al. 1999; Binder et al. 2002; Silvertown 2003b; Silvertown et al.
2006; Feng et al. 2007) geben einige Untersuchungen Anlass zu der Vermutung, dass Rela-
xin auch einen hemmenden Einfluss auf das Tumorwachstum haben könnte (Bigazzi et al.
1992; Bani et al. 1999; Sacchi et al. 1994). Durch Betrachtung zweier entscheidender
Kriterien der Relaxinwirkung, nämlich der Relaxindosis und des Zeitfaktors der Relaxin-
exposition in den folgenden Abschnitten, kann eine Erklärung für diese gegensätzlichen
Ergebnisse gegeben werden.
5.1.1 Relaxindosis
Je nach Dosis kann Relaxin sowohl einen wachstumsfördernden, als auch einen wachs-
tumshemmenden Einfluss auf Tumoren haben. BIGAZZI et al. (1992) haben in ihren
Versuchen solche gegensätzlichen Ergebnisse erzielt. Indem sie die Brustkrebszelllinie
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MCF-7 mit porcinem Relaxin exponierten, konnten sie in vitro eine Reduktion der Proli-
feration sowie eine erhöhte Differenzierungsneigung der Zellen beobachten, allerdings nur
in Konzentrationen über 8 × 10-10 mol/ml Relaxin. Darunter verursachte die Relaxin-
exposition eine erhöhte Mitoseaktivität der Zellen, wobei die meisten Mitosen bei einer
Relaxinkonzentration von 2× 10-10 bis 4× 10-10 mol/ml auftraten (Bigazzi et al. 1992).
BANI et al. (1994) stellten später fest, dass eine Zellkultur der Linie MCF-7 sogar ein
Gangsystem wie im gesunden Mammagewebe ausbildet, wenn sie Relaxinkonzentrationen
von weit über 8× 10-10 mol/ml ausgesetzt wird.
Diese Ergebnisse zeigen, dass Relaxin in Konzentrationen unter 8×10-10 mol/ml einen
proliferationsfördernden Einfluss auf das Tumorwachstum hat, während höhere Konzen-
trationen die Zellproliferation hemmen und Differenzierungsvorgänge anregen.
Diese These wird auch von den vorliegenden in vivo Ergebnissen bestätigt. Den Tieren
der Relaxin-Gruppe wurden pro Tag 6,72 µl Relaxin in einer Konzentration von 6,5 ng/ml
über die osmotische Minipumpe verabreicht. Bei einem Molekulargewicht von 6500 Da
sind das 10-12 mol/ml. Dieser Wert liegt eindeutig unter dem in der Literatur beschriebe-
nem Grenzwert der proliferationsfördernden Wirkung von 8 × 10-10 mol/ml (Bani et al.
1994; Bigazzi et al. 1992). Somit wird durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
belegt, dass Relaxin auch unter in vivo Bedingungen in Dosen unter 8×10-10 mol/ml eine
anregende Wirkung auf die Tumorproliferation ausübt. Diese proliferationssteigernde
Wirkung hat sich in höheren Tumorvolumina und -gewichten sowie einer stärkeren Ex-
pression des Proliferationsmarkers Ki67 gezeigt.
BANI et al. (1999) führten nach den in vitro Experimenten einen in vivo Vesuch
durch, um die These der unterstützenden Wirkung von Relaxin auf die Differenzierung
der Tumorzellen nachzuweisen. Sie transplantierten dabei Tumoren der humanen ER-
positiven Brustkrebszelllinie MCF-7 in die Mammaleiste von weiblichen Nacktmäusen.
Dazu wurden jeweils 25 Tiere in eine Versuchsgruppe (Behandlung mit E2 und nachfol-
gend mit Relaxin) und eine Kontrollgruppe (nur E2-Behandlung) integriert. Sie stellten
26 d nach der Tumortransplantation fest, dass ohne eine bis dahin stattgefundene Be-
handlung die Tumoren beider Gruppen die gleiche Größe aufwiesen (Bani et al. 1999).
Danach wurde zunächst eine Behandlung beider Gruppen mit E2 begonnen, welches man
den Tieren bis zum Versuchsende wöchentlich verabreichte. Von Tag 26 bis 45 des Ver-
suches bekamen die Tiere der Versuchsgruppe zusätzlich täglich Relaxin in einer Dosis
von 1,5×10-10 mol/ml verabreicht. Am Tag 45 beendete man die Relaxinbehandlung und
beobachtete noch 30 weitere Tage das Tumorwachstum. Die Differenzierung der Tumor-
zellen in myoepitheliale und epitheliale Zellen war in der Versuchsgruppe im Vergleich zur
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Kontrollgruppe stärker ausgeprägt. Außerdem waren vermehrt Zell-Zell-Verbindungen
durch die verstärkte Expression von Cadherin ausgebildet. Das Tumorvolumen war bei
den Relaxin-behandelten Tieren im Vergleich zur Kontrollgruppe deutlich, jedoch nicht
signifikant erhöht (Bani et al. 1999).
Der scheinbare Gegensatz der Ergebnisse von BANI et al. (1999) zu den Resultaten
der vorliegenden Arbeit wird verständlich, wenn man sich den Versuchsaufbau näher be-
trachtet. Die Nacktmäuse aus dem Versuch von BANI et al. (1999) haben nicht wie
im hier vorliegenden Experiment spontan Tumoren entwickelt, sondern man hat in vi-
tro gezüchtete Tumoren der humanen Linie MCF-7 operativ unter das Fettgewebe der
Mammaleiste eingesetzt. Es ist zu vermuten, dass die gezüchteten im Vergleich zu den
spontan wachsenden Tumoren unterschiedliche Eigenschaften bezüglich ihrer Relaxinre-
zeptordichte sowie ihres Ansprechens auf die Relaxinbehandlung aufwiesen. Außerdem
haben die Mäuse des vorliegenden Versuches HER2-positive Tumoren ausgebildet, die
ohnehin ein deutlich aggressiveres Wachstumsverhalten zeigen als E2-sensitive, HER2-
negative Tumoren (Slamon et al. 2001). Weiterhin wurde im Versuch von BANI et al.
(1999) mehr als doppelt so lange das Tumorwachstum beobachtet wie im vorliegenden
Versuch. Außerdem wurden die Mäuse des vorliegenden Experiments maximal 28 d mit
Relaxin behandelt (es wurden zwar Mäuse bis zum 49. d nach Implantation beobachtet,
das Füllvolumen der Pumpe reichte jedoch nur bis zum 28. d). Es ist nicht klar, ob sich
auch in unserem Versuch Differenzierungsprozesse an die durch Relaxin geförderte Proli-
ferationsphase angeschlossen hätten, wenn man eine Relaxin-behandlungsfreie Phase von
mehreren Wochen wie bei BANI et al. (1999) angeschlossen hätte. Außerdem wurde von
der Arbeitsgruppe um BANI et al. (1999) kein Nachweis angestellt, wann die Ausbildung
der Cadherine begonnen hat. Es ist durchaus möglich, dass diese Adhäsionsmoleküle erst
in den 4 Wochen nach der Relaxinexposition ausgebildet wurden.
Ein weiterer entscheidender Unterschied zum vorliegenden Versuch besteht in der Im-
plantation einer humanen Brustkrebszelllinie in einen murinen Organismus im Versuch von
BANI et al. (1999). Wie in Abschnitt 5.2 noch deutlich herausgearbeitet wird, spielt das
tumorumgebende Bindegewebe eine entscheidende Rolle in der Tumorprogression. Durch
die Implantation eines artfremden Tumors entsteht an dieser Stelle eine Speziesgrenze
zwischen Bindegewebe und Tumorgewebe. Dadurch kann die tumorprogressionsfördernde
Wirkung bestimmter Zellen und Substanzen in der Mikroumgebung des Tumors nicht in
vollem Umfang stattfinden. Diese Tatsache ist eine weitere Erklärung für das deutlich
stärkere Tumorwachstum der Relaxin-behandelten Tiere im vorliegenden Versuch im Ver-
gleich zu den Ergebnissen von BANI et al. (1999). Auch die immunologischen Besonder-
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heiten der von BANI et al. (1999) eingesetzten Nacktmäuse haben einen Einfluss auf das
Progressionsverhalten der Tumoren. Da Nacktmäuse aufgrund des Fehlens eines Thymus
keine T-Zellen bilden können (Artzt 1972), fehlt ihnen ein entscheidender Mechanis-
mus zur Aktivierung von Makrophagen. Diese Zellen werden vor allem durch Chemokine
aktiviert und angelockt (Bingle et al. 2002), welche unter anderem von T-Zellen synthe-
tisiert werden (Baggiolini und Loetscher 2000). Die herausragende Bedeutung der
so genannten Tumor-assoziierter Makrophagen (TAMs) für das Wachstums- und Inva-
sionsverhalten der Tumoren (Bingle et al. 2002) wird in Abschnitt 5.2 noch ausführlich
dargestellt. An dieser Stelle soll festgehalten werden, dass das Fehlen von T-Zellen bei
Nacktmäusen eine weitere Erklärungen für weniger progressives Tumorwachstum ist.
Im vorliegenden Experiment wurde den Tieren kein E2 von außen zugeführt, da E2
selbst die Proliferation von Tumoren unterstützt (Catalano et al. 2009; Lewis-Wambi
und Jordan 2009; Russo und Russo 1998; Brueggemeier 1994). Weiterhin bekamen
die Tiere des vorliegenden Experiments kontinuierlich Relaxin zugeführt in einer Dosis von
6,72×10-18 mol täglich. Im Vergleich zur Relaxinkonzentration von 1,5×10-10 mol/ml im
Versuch von BANI et al. (1999) fällt auf, dass im vorliegenden Experiment den Tieren
Relaxin in einer erheblich geringeren Dosierung zugeführt wurde. Somit ist auf der Basis
der Untersuchungen von BANI et al. (1994) im vorliegenden Versuch ein schnelleres
Tumorwachstum zu erwarten.
RADESTOCK et al. (2005) führten einen in vitro Versuch durch, welcher im Er-
gebnis einen hemmenden Einfluss von Relaxin auf die Tumorproliferation vermuten ließ.
Sie stellten fest, dass es in der ERα-negativen Brustkrebszelllinie MDA-MB-231, welche
Relaxin überexprimiert, zu einer Absenkung der Expressionsrate von Metastasin kommt
(Radestock et al. 2005). Metastasin gehört zur Familie der kleinen S100-Calcium-
bindenden Proteine und ist beteiligt an der Regulation von Zellproliferation, extrazel-
luläre Signaltransduktion, Zelladhäsion und Zellmotilität. Es scheint, dass Metastasin
in der Lage ist, die Funktionalität des p53 Suppressorproteins außer Kraft zu setzen
und damit die Kontrolle des Zellzyklus und der Wachstumsphase zu stören. Weiterhin
nimmt Metastasin Einfluss auf die Signaltransduktion der Wachstumsfaktoren sowie auf
den apoptotischen Zelltod. Hohe Expressionsraten von Metastasin stehen im Brustkrebs-
geschehen in Zusammenhang mit einer metastatischen Streuung der Tumorzellen in die
regionalen Lymphknoten (Sherbet und Lakshmi 1998).
Die Ergebnisse von RADESTOCK et. al. (2005) sprechen also dafür, dass Rela-
xin über die Hemmung der Metastasinexpression eine reduzierte Tumorproliferation und
geringere Metastasierungsneigung in vitro hervorruft.
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Der Vergleich der Ergebnisse des vorliegenden in vivo Versuches mit Ergebnissen aus
dem in vitro Experiment von RADESTOCK et al. (2005) ist schwierig. In transfizierten
Zellen werden weitaus mehr Relaxinrezeptoren exprimiert als in natürlichen Zellen, die
einer Relaxinexposition von außen ausgesetzt werden (Ivell et al. 2005). Demzufolge
hat das Peptidhormon wahrscheinlich in transfizierten Zelllinien in vergleichsweise gerin-
geren Konzentrationen eine stärkere Wirkung, da durch die vermehrte Ausbildung von
Rezeptoren eine Sensitivitätssteigerung der Tumorzellen für Relaxin erreicht wird. Daher
ist es denkbar, dass die Relaxinwirkung im Versuch von RADESTOCK et. al. (2005) ver-
gleichbar ist mit Versuchen, bei welchen die Zellen einer Relaxinkonzentration von über
8× 10-10 mol/ml ausgesetzt wurden. Somit scheint die Hemmung der Tumorproliferation
im Ergebnis plausibel und steht nicht im Gegensatz zu unseren Ergebnissen, die durch
eine Relaxinexposition mit deutlich geringeren Dosen erreicht wurden.
Auf der Basis der Beobachtungen anderer Arbeitsgruppen (Bigazzi et al. 1992;
Bani et al. 1994; Bani et al. 1999; Radestock et al. 2005) ist also das im vorliegenden
Versuch erreichte Ergebnis eines gesteigerten Tumorwachstums unter Relaxineinfluss in
Konzentrationen von unter 8× 10-10 mol/ml durchaus plausibel.
5.1.2 Der Zeitfaktor der Relaxinexposition
In der Literatur ist noch ein zweiter Faktor beschrieben, welcher die gegensätzliche Wir-
kung des Peptidhormons Relaxin auf das Tumorwachstum beeinflusst. Es handelt sich
dabei um den Zeitraum der Einwirkung des Hormons auf das Zielgewebe (Ivell et al.
2005).
RADESTOCK et al. (2008) führten zur Untersuchung der Relaxinlangzeiteffekte und
-kurzzeiteffekte ein in vitro Experiment durch. Als Kurzzeiteffekte werden dabei alle
Auswirkung bezeichnet, welche innerhalb 24 h nach oder während der Relaxineinwirkung
auftreten (Ivell et al. 2005). Es handelte sich um eine Untersuchung an der ERα-
negativen Brustkrebszelllinie MDA-MB-231, welche durch Transfektion Relaxin überex-
primiert sowie der Zellinie MDA-MB-231, die nicht transfiziert wurde. Die Kontrolle der
transfizierten Zellen auf Relaxin-Synthese ergab, dass die Zelllinie Relaxin in Dosen zwi-
schen 50− 70 pg/ml exprimierte. Das sind umgerechnet 7,7 × 10-15 mol bis 1,1 × 10-14
mol Relaxin. Man konnte innerhalb dieses Zeitraumes bei den transfizierten Zellen eine
erhöhte Zellmotilität beobachten, welche nachweislich über den RXFP1 vermittelt wurde
(Radestock et al. 2008). Bei den Zellen der nicht-transfizierten MDA-MB-231 Zelllinie
konnte man nach Exposition mit 100 und 500 ng/ml Relaxin innerhalb 24 h ebenfalls eine
Erhöhung der Zellmotilität beobachten, wobei diese bei 500 ng/ml stärker ausgeprägt
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war als bei 100 ng/ml. Umgerechnet ergeben diese Dosen eine Relaxinkonzentration von
1,5× 10-11 mol/ml bzw. 7,7× 10-11 mol/ml .
Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe konnten in Übereinstimmung mit den Ergebnis-
sen des vorliegenden Versuches zwar beweisen, dass Relaxin in einer Dosis unter 8× 10-10
mol/ml die Zellmotilität und damit eventuell die Invasivität von Tumoren fördern kann,
nach 24 h zeigten beide Zelllinien jedoch eine Hemmung der Zellmotilität als Langzeiteffekt
der Relaxinwirkung. Weiterhin konnte als Langzeiteffekt eine gehemmte Metastasinex-
pression bei beiden Zelllinien nachgewiesen werden (Radestock et al. 2008).
RADESTOCK et al. (2008) untersuchten dann den Effekt, den Relaxin in der Lang-
zeitbetrachtung in vivo auf das Tumorgewebe ausübt. Es wurde dazu sowohl Tumorge-
webe der transfizierten, als auch der nicht-transfizierten MDA-MB-231 Zelllinie in Nackt-
mäuse transplantiert und das Tumorgewebe nach 60 d vermessen. Es zeigte sich, dass die
Mäuse, welche Träger des transfizierten Zellmaterials waren, deutlich kleinere Tumoren
aufwiesen, als die Tiere mit dem nicht-transfizierten MDA-MB-231 Tumoren. Diese Beo-
bachtung lässt sich vielleicht mit der bereits weiter oben erwähnten Vermutung von IVELL
et al. (2005) erklären: transfizierte Zelllinien sind durch eine weitaus höhere Anzahl an
RXFP1 gekennzeichnet als nicht transfizierte Linien. Daher ist auch die Relaxinwirkung
bei diesen Zellen bei niedrigerer Konzentration verhältnismäßig stärker als bei den nicht
transfizierten Zellen. Das kann die Ursache dafür sein, dass die gleiche Konzentration an
Relaxin bei verschiedenen Tumoren zu unterschiedlichen Effekten führt. Diese Erklärung
wurde bereits bei dem in vitro Versuch von RADESTOCK et al. (2005) herangezogen.
Es ist also möglich, dass die Tumoren der transfizierten Zelllinie in der Nacktmaus des-
halb ein vermindertes Wachstum zeigten, weil die Relaxinwirkung durch die übermäßige
Expression der Rezeptoren verstärkt wurde.
Einen Beweis für eine proliferationsfördernde Wirkung des Peptidhormons unter Lang-
zeitbedingungen konnten BINDER et al. (2002) erbringen. Sie führten einen in vitro Ver-
such mit der ERα-unabhängigen Brustkrebszelllinie SK-BR3 und der ERα-abhängigen
Brustkrebszelllinie MCF-7 durch. Relaxin wurde in einer Konzentration von 100 ng/ml
(entspricht einer Dosis von 1,5 × 10-11 mol/ml) über eine Dauer von 4 d zugeführt. Die
SK-BR3-Zelllinie ist gekennzeichnet durch eine Überexpression des HER2 (Wels et al.
1992;Wels et al. 1995). Die Ergebnisse zeigten eine erhöhte Zellmigration der Krebszel-
len ins gesunde Gewebe unter Relaxineinfluss bei beiden Zelllinien (Binder et al. 2002).
Ebenfalls zu dem Ergebnis eines proliferationsfördernden Einfluss von Relaxin auf das
Tumorgewebe kamen BINDER et al. (2004) im Rahmen einer klinischen Studie. In dieser
Untersuchung wurden bei 160 Brustkrebspatientinnen die Blutrelaxinspiegel ermittelt und
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mit einer gesunden Kontrollgruppe bzw. einer Gruppe Patientinnen mit verschiedenen
nicht-neoplastischen Erkrankungen verglichen. Es fiel auf, dass hohe Relaxinblutspiegel
im Zusammenhang mit einem Metastasierungsprozess sowie einer geringeren Überlebens-
rate standen (Binder et al. 2004). Die durchschnittlichen Relaxinblutwerte der Patien-
tinnen mit Metastasen lagen bei 0,62 ng/ml (entspricht 9,5× 10-14 mol/ml), wohingegen
Patientinnen ohne Metastasierungsgeschehen eine mittlere Blutrelaxinkonzentration von
0,38 ng/ml (entspricht 5,8× 10-14 mol/ml) aufwiesen.
Einen weiteren Hinweis auf einen proliferationsfördernden Einfluss von Relaxin auf
das Wachstum von Mammakarzinomen erhält man bei der Betrachtung des Fallberichts
von PUKROP et al. (2009). Eine Patientin mit hormonunabhängigem invasiven duktalen
Mammakarzinom und normalen Serumrelaxinwerten unterzog sich zum Zweck der Oozy-
tengewinnung einer E2-Behandlung. 10 d nach dieser Behandlung wurde ein ausgeprägtes
Metastasierungsgeschehen diagnostiziert. Die Blutrelaxinwerte lagen zu diesem Zeitpunkt
bei 1,52 ng/ml (entspricht 2,2× 10-13 mol/ml). Auch in diesem Fall scheint Relaxin also
unter Langzeitbedingungen im Zusammenhang mit einem progressivem Brustkrebsgesche-
hen zu stehen.
Somit können die Ergebnisse von BINDER et al. (2002, 2004) und PUKROP et al.
(2009) als unterstützendes Argument der Versuchsergebnisse des vorliegenden Experimen-
tes aufgeführt werden.
5.1.3 Zusammenfassung
Zusammenfassend kann die Frage nach der Einflussnahme von Relaxin auf die Prolifera-
tion der Mammatumoren folgendermaßen beantwortet werden: Relaxin hat in Konzentra-
tionen unter 8 × 10-10 mol/ml einen proliferationsfördernden Einfluss auf HER2-positive
Mammakarzinome, was sich im vorliegenden Versuch durch höhere Tumorvolumina und
-gewichte bei den Tieren der Relaxin-Gruppe gezeigt hat. Weiterhin wird diese These
in den vorliegenden Ergebnissen durch ein signifikant stärkeres Expressionsniveau des
Proliferationsmarkers Ki67 im Tumorgewebe der Tiere der Relaxin-Gruppe unterstützt.
Die Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen (Bigazzi et al. 1992; Bani et al. 1994) sprechen
ebenfalls für eine förderliche Einflussnahme des Peptidhormons auf das Wachstum von
Mammakarzinomen in der beschriebenen Konzentration.
Es konnte durch die Ergebnisse der vorliegenden Studie ebenfalls belegt werden, dass
Relaxin auch unter Langzeitbedingungen zu einem progressiveren Tumorwachstum führt.
Zu diesem Ergebnis kamen ebenfalls BINDER et al. (2002, 2004) sowie PUKROP et
al. (2009). Die Gegensätzlichkeit der Langzeiteffekte von Relaxin in den Versuchen von
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RADESTOCK et al. (2005) und (2008) ist begründet in der Verwendung transfizier-
ter Zelllinien, welche eine höhere Rezeptorexpression im Tumorgewebe aufweisen als die
Tumoren im vorliegenden Versuch (Ivell et al. 2005).
Die folgenden Abschnitte beschäftigen sich mit den Hintergründen der proliferations-
fördernden Einflüsse von Relaxin auf das Mammakarzinom.
5.2 Kann Relaxin Faktoren, die in die Geweberemodel-
lierung involviert sind, in vivo stimulieren?
Um diese Frage beantworten zu können, wurden die Tumoren auf das Vorkommen von
Makrophagen untersucht. Es konnte anhand der immunhistochemischen Nachweismetho-
den festgestellt werden, dass die Tiere der Relaxin-Gruppe eine hochsignifikant (p < 0,001)
höhere Makrophagendichte in den Mammatumoren aufwiesen als die Tiere der Kontroll-
gruppe. Im Folgenden soll geklärt werden, wie die Einflussnahme von Relaxin auf Mak-
rophagen möglich ist, wie die Makrophagen auf die Gestaltung der Tumorumgebung Ein-
fluss nehmen können und welche Bedeutung das tumorumgebende Bindegewebe für dessen
Wachstum und Proliferation hat.
5.2.1 Der Einfluss von Relaxin auf Makrophagen
Die Mikroumgebung von Tumoren ist gekennzeichnet durch das Vorkommen von Fibro-
blasten, Myofibroblasten, Adipozyten, Blut- und Lymphgefäßen sowie Leukozyten. Die so
genannten Tumor-assoziierten Makrophagen (TAMs) sind die zahlenmäßig größte Frak-
tion der Leukozyten in der Tumorumgebung (Halin et al. 2009). Makrophagen haben im
Zusammenhang mit dem Krebsgeschehen viele Funktionen: sie sind essentiell für Bindege-
websumbau, Entzündung sowie Phagozytose und sezernieren eine Reihe von Substanzen,
zum Beispiel Zytokine, Wachstumsfaktoren, Lysozym, Proteasen, Komplementfaktoren
und Prostaglandine. Eine erhöhte intratumorale Makrophagendichte steht in engem Zu-
sammenhang mit einer schlechteren Prognose (Bingle et al. 2002).
Die Makrophagen im Tumorgewebe können auf verschiedene Weise dorthin gelangen:
eine Möglichkeit ist die Zuwanderung von Monozyten aus dem Blut und die Differenzie-
rung im Tumorstroma (Stephens et al. 1978). Eine weitere beschriebene Variante ist
die lokale Proliferation von Makrophagen aus Vorläuferzellen im Tumorstroma (Mcbride
1986). Die Rekrutierung der Monozyten ins Stroma der Tumoren wird in erster Linie
durch die Ausschüttung bestimmter Chemokine bewirkt (Bingle et al. 2002). Dabei spie-
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len vor allem das Monozyten-Chemotaktische Protein-1 (MCP-1), der Makrophagenkolo-
nie-Stimulierende Faktor (M-CSF oder CSF-1) und der VEGF eine Rolle (Bingle et al.
2002).
Die signifikant erhöhten Makrophagenzahlen in der Relaxin-Gruppe des vorliegenden
Experiments könnten über den Weg einer durch Relaxin induzierten VEGF-Expression
(Parsell et al. 1996), welche dann die Rekrutierung von Makrophagen in die Tumor-
umgebung bewirkte, erklärt werden. Eine andere Erklärungsmöglichkeit haben FIGUEI-
REDO et al. (2006) publiziert: Ihre in vitro Untersuchung an der THP-1-Zelllinie konnte
zeigen, dass die durch Relaxin hervorgerufene cAMP-Akkumulation zur Rekrutierung der
Makrophagen führte. Die Makrophagen bewirken dann in der Tumorumgebung die Syn-
these verschiedener Substanzen und Enzyme, welche eine wachstumsfördernde Wirkung
auf das Tumorgewebe haben (Bingle et al. 2002). Mit diesem Mechanismus beschäftigt
sich der nächste Abschnitt.
5.2.2 Die Rolle der Makrophagen im Tumorwachstum
Es gilt als erwiesen, dass TAMs in Brust- (Davies et al. 1993a), Blasen- (Davies et al.
1993b) und Ovarialkarzinomen (Naylor et al. 1994) Gelatinase B (MMP-9) synthetisie-
ren. Weiterhin wurde nachgewiesen, dass TAMs zur Synthese von Kollagenase (MMP-
1), Gelatinase A (MMP-2), Stromelysin (MMP-3) und Matrilysin (MMP-7) fähig sind
(Bingle et al. 2002). Die Bedeutung der TAMs für das Wachstum der Tumoren besteht
also unter anderem in der Synthese der MMPs (Bingle et al. 2002).
Zu den Funktionen der MMPs, welche in Kapitel 2.2.4.1 unter physiologischen Bedin-
gungen bereits aufgelistet wurden, zählen ihre erweichende Wirkung auf das Bindegewebe,
der Abbau der Basalmembran (Visse und Nagase 2003) und die Förderung der Angio-
genese (Hattori et al. 2009). Diese Prozesse sind auch beim Tumorwachstum und der
Metastasierung von elementarer Bedeutung. Durch die lytische Wirkung der Enzyme auf
das tumorumgebende Bindegewebe wird für die Expansion des Tumors Platz geschaffen
und die kollagenen Fasern werden durch diese erweichende Wirkung für eine Größen-
zunahme des Tumors dehnbar gemacht. Ein weiterer positiver Effekt für das Tumor-
wachstum besteht in der Auflösung der Basalmembran, wodurch der Prozess der Invasion
ermöglicht wird, da die Basalmembran eine Barriere zwischen Tumor und umgebendem
Stroma darstellt. Die Überwindung der Basalmembran stellt dabei einen aktiven Vorgang
dar, welcher zunächst durch Haftung der Tumorzellen an der Basalmembran und nach-
folgender Lyse durch proteolytische Enzyme gekennzeichnet ist (Zöller und Wittig
2004). Zusätzlich scheinen MMPs in der Lage zu sein, die Angiogenese im Krebsgesche-
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hen zu fördern (Hawinkels et al. 2008; Jiang et al. 2003). Dabei ist die Neubildung
von Gefäßen Vorraussetzung für ein Tumorwachstum über einen Durchmesser von 2 mm
(Zöller und Wittig 2004).
Es ist bekannt, dass vor allem MMP-7 als bedeutender Vertreter der Enzymfamilie der
MMPs einen großen Beitrag leistet für Tumorzellinvasion und Metastasierung. Neuerdings
ist dieses Enzym auch für die frühen Stadien der Tumorgenese, die Zelltransformation,
das Tumorzellüberleben, das Tumorwachstum und die Angiogenese interessant. Neben
Tumoren von Ösophagus, Magen, Pankreas, Lunge und Kolon gewinnt MMP-7 eine immer
größere Bedeutung beim Mammakarzinom. MMP-7 wird auch im gesunden Epithel der
Brustdrüse exprimiert, besitzt jedoch im tumorös entarteten Mammagewebe die stärkste
Ausprägung (Beeghly-Fadiel et al. 2008).
In einer klinischen Studie von INCORVAIA et al. (2007) wurden die Blutspiegel von
MMP-9 und MMP-2 bei Brustkerbspatientinnen mit und ohne Metastasen untersucht.
Beide Enzyme waren bei Patientinnen mit einem metastatischen Krebsgeschehen signifi-
kant erhöht.
BINDER et al. (2002) haben durch die Analyse des Expressionsniveaus der MMPs
ebenfalls zeigen können, dass durch Relaxin in Tumoren die MMP-Expression gefördert
wird. Die Zellen der Linie MCF-7 zeigten unter Relaxineinfluss eine Erhöhung der MMP-
2-, 9-, 13- und 14-Expression (Binder et al. 2002). Die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit liefern den Hinweis, dass diese erhöhte MMP-Expression durch TAMs vermittelt
wird, welche durch Relaxinpräsens in das tumorumgebende Bindegewebe rekrutiert wer-
den.
Makrophagen synthetisieren jedoch nicht nur Enzyme aus der Familie der MMPs. Es
ist nachgewiesen, dass durch sie auch lysosomale Proteinasen aus der Familie der Cat-
hepsine gebildet werden (Bingle et al. 2002). Cathepsine sind Ezyme, welche an der
hydrolytischen Verdauung der extrazellulären Matrix sowie der Basalmembran beteiligt
sind (Devetzi et al. 2008). Cathepsin B, D und L konnten in einer Studie von LAH et al.
(2000) in TAMs in 90-100 % der untersuchten Brustkrebsfälle nachgewiesen werden. Ein
erhöhtes Cadhepsin B-Niveau ist weiterhin aufgetreten in Ovarialtumoren, Melanomen,
Gliomen sowie in Prostata-, Kolorektal- und Oralkarzinomen (Jedeszko und Sloane
2004; Talieri et al. 2004; Scorilas et al. 2002). Seine progressionsfördernden Eigen-
schaften werden durch die Spaltung von Fibronektin, Kollagen I und IV sowie Laminin
und dem damit verbundenen Abbau der extrazellulären Matrix vermittelt (Devetzi et al.
2008). Somit unterstützen TAMs nicht nur durch die MMP-Sekretion, sondern auch durch
die Synthese anderer Bindegewebe-abbauender Enzyme das Wachstum der Tumoren.
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Weiterhin ist bekannt, dass TAMs im tumorumgebenden Bindegewebe die Angiogenese
anregen (Halin et al. 2009; Bingle et al. 2002). Durch die Aktivierung verschiedener
Zytokine wie Interleukin 1 (IL-1) und Tumornekrosefaktor α (TNF-α) fördern sie Proli-
feration und Migration von Endothelzellen und führen somit zur besseren Versorgung des
Tumors mit Sauerstoff und Nährstoffen, was sich ebenfalls proliferationsfördernd auswirkt
(Bingle et al. 2002).
In einer klinischen Studie von HILDEBRAND et al. (1995) ist aufgefallen, dass Brust-
krebspatientinnen mit hohen Urokinasespiegeln eine schlechtere Überlebensrate aufwiesen
als Patientinnen mit einer vergleichsweise niedrigeren Enzymaktivität. TAMs sind in der
Lage, Urokinase zu synthetisieren und damit den Abbau der Extrazellularsubstanz zu ver-
stärken und somit auch die Angiogenese zu unterstützen (Bingle et al. 2002; Xu et al.
1997). Somit scheinen TAMs also auch über die Aktivierung der Urokinase eine Förde-
rung der Angiogenese und somit eine unterstützende Wirkung auf das Tumorwachstum
zu haben.
5.2.3 Zusammenfassung
Die Ergebnisse des vorliegenden Versuches lassen folgende Vermutung zu: Relaxin führt
durch die Einflussnahme auf die VEGF-Expression (Parsell et al. 1996) und die Steige-
rung der cAMP-Synthese (Figueiredo et al. 2006) zur Rekrutierung von Makrophagen
ins tumorumgebende Bindegewebe. Die TAMs rufen in der Tumorumgebung die Expres-
sion verschiedener Bindegewebe abbauender Substanzen hervor, wie zum Beispiel Enzyme
aus der Familie der MMPs (Bingle et al. 2002) sowie anderer lysosomaler Proteinasen
(Jedeszko und Sloane 2004; Talieri et al. 2004; Scorilas et al. 2002). Der dadurch
hervorgerufene Bindegewebsabbau erleichtert erheblich die Wachstumsbedingungen für
den Tumor. Zusätzlich sezernieren TAMs Zytokine und wirken dadurch fördernd auf
die Angiogenese ein, was wiederum einen positiven Einfluss auf das Tumorwachstum hat
(Halin et al. 2009; Bingle et al. 2002). Die Einflussnahme der TAMs auf die Aktivität
der Urokinase fördert gleichwohl den Abbau der ECM und die Angiogenese (Bingle et al.
2002; Xu et al. 1997).
Somit bewirkt Relaxin durch die Aktivierung der TAMs in der Tumorumgebung einen
Bindegewebsabbau und eine Steigerung der Angiogenese, wodurch es zu einer erhöhten
Proliferation der Mammakarzinome kommt.
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5.3 Induziert die exogene Gabe von Relaxin die Expres-
sion seiner eigenen Rezeptoren sowie der Steroid-
hormonrezeptoren und beeinflusst es die Steroid-
hormonbiosynthese?
Die immunhistochemische und molekularbiologische Analyse des Relaxinrezeptors RXFP1
im Tumorgewebe hat gezeigt, dass in der Relaxin-Gruppe signifikant (p < 0,01) mehr
RXFP1 exprimiert wurde als in der Kontrollgruppe. Das wird durch die größere Anzahl
der RXFP1-positiven Zellen in der immunhistochemischen Färbung sowie der stärkeren
Signalbildung beim molekularbiologischen Nachweis deutlich. Das spricht für die These,
dass Relaxin die Expression seines Rezeptors im Tumorgewebe induziert. Das bedeutet
gleichfalls, dass die exogene Gabe von Relaxin die Sensitivität des Tumors für Relaxin
erhöht.
Die immunhistochemische Bestimmung des ER und PR im Tumorgewebe der Relaxin-
und Kontrollgruppe hat ergeben: Bei der Expression des ER konnte eine deutliche, je-
doch nicht signifikant (p = 0,449) stärkere Expression der Rezeptoren in der Relaxin-
Gruppe nachgewiesen werden. Außerdem ist die Expression des PR im Tumorgewebe der
Relaxin-Gruppe hochsignifikant (p < 0,001) gegenüber der Kontrollgruppe erhöht. Es
scheint daher eine Induktion der Expression der Steroidhormonrezeptoren durch Relaxin
im Tumorgewebe zu geben.
Durch die Analysen der Bluthormonspiegel ist weiterhin aufgefallen, dass bei der
Relaxin-Gruppe die E2-Blutspiegel deutlich, jedoch nicht signifikant (p = 0,286), die
P4-Blutspiegel hoch sigifikant (p < 0,001) gegenüber der Kontrollgruppe erhöht waren.
Die folgenden Abschnitte sollen eine mögliche Erklärung für den kausalen Zusammen-
hang dieser Ergebnisse liefern.
5.3.1 Der Einfluss von Relaxin auf die Östradiolsynthese
BRÄNNSTRÖM und MACLENNON (1993) untersuchten den Effekt von Relaxin auf die
E2-Synthese, indem sie Rattenovarien isolierten und diese mit Relaxin in einer Konzen-
tration von 10 µg/ml (entspricht 1,5 × 10-10 mol/ml) perfundierten. Sie konnten einen
leichten, jedoch nicht signifikanten E2-Anstieg in den Follikelepithelzellen nachweisen.
WILSON et al. (2008) stellten in ihren Untersuchungen an Fischovarien eine deut-
liche aktivierende Wirkung von Relaxin-3 auf die Synthese von E2 fest. Relaxin-3 wird
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zwar im Ovar von Säugetieren nicht exprimiert, sondern nimmt bei diesen hauptsächlich
bei der Signalübertragung im Nervengewebe wichtige Funktionen war, kann aber beim
Zebrafrisch aus evolutionsbiologischen Gründen durchaus als Relaxinanalogon betrachtet
werden (Bathgate et al. 2006a). Sie isolierten Relaxin-3 aus den Gonaden weiblicher
und männlicher Zebrafische und inkubierten isolierte Zebrafischeizellen über eine Dauer
von 24 h mit Relaxin-3 in Konzentrationen von 10-7 mol/ml, 10-8 mol/ml und 10-9 mol/ml.
Sie stellten dabei fest, dass mit steigender Relaxinkonzentration auch die E2-Expression
in den Follikelzellen stark zunahm (Wilson et al. 2008). Im Vergleich zu den nicht-
Relaxin-3-exponierten Eizellen der Kontrollgruppe, welche eine E2-Produktion zwischen
2000-5000 pg/ml zeigten, stieg die E2-Syntheseleistung der Relaxin-3-exponierten Eier
auf bis zu 60000 pg/ml (Wilson et al. 2008).
Die Ergebnisse dieser Studien sowie des vorliegenden Versuches lassen die Vermutung
zu, dass Relaxin die E2-Synthese induzieren kann. Diese erhöhten E2-Spiegel sind eine
der Ursachen für die verstärkte Tumorprogression bei den Tieren der Relaxin-Gruppe.
Die unterstützende Wirkung von E2 auf das Wachstum von Mammakarzinomen ist durch
verschiedene Studien belegt (Pukrop et al. 2009; Rosenberg et al. 1996; La Vec-
chia et al. 1995). E2 regt durch seine aktivierende Wirkung auf Wachstumsfaktoren, wie
den Epidermalen Wachstumsfaktor (EGF) (Sonne-Hansen et al. 2009) und den IGF-1
(Zha et al. 2009; Kleinberg et al. 2009; Singh und Kumar 2005) die Zellproliferation
an und verstärkt somit das Tumorwachstum (Russo und Russo 1998; Lewis-Wambi
und Jordan 2009; Catalano et al. 2009). Weiterhin scheint E2 eine Apoptosehem-
mung bei Mammakarzinomzellen zu bewirken, was sich ebenfalls förderlich auf das Tu-
morwachstum auswirkt (Lewis-Wambi und Jordan 2009). E2 aktiviert außerdem den
MAPK-Signalweg, welcher eine bedeutende Rolle in der Krebsentstehung und Tumorpro-
gression spielt (Singh und Kumar 2005). Auch die Expression verschiedener Vertreter
der MMPs wird durch E2 angeregt, wodurch das Steroidhormon auch zur bindegewebigen
Erweichung führt und das Tumorwachstum erleichtert (Bjoernstroem und Sjoeberg
2005). Zusätzlich ist E2 ein Aktivator der Angiogenese (Pukrop et al. 2009; Einspa-
nier et al. 2009) und kann dadurch eine bessere Versorgung des Tumors mit Sauerstoff
und Nährstoffen bewirken, was ebenfalls dessen Wachstum unterstützt. Weiterhin geht
aus dem Fallbericht von PUKROP et al. (2009) hervor, dass E2 die Relaxinsynthese
anzuregen scheint, wodurch es auch den Bindegewebsstoffwechsel beeinflussen kann.
Neben diesen progressionsfördernden Einflüssen scheint sich E2 auch auf die Expres-
sion des RXFP1, ER und PR auszuwirken, womit sich das folgende Kapitel beschäftigt.
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5.3.2 Der Einfluss von Östradiol auf die Expression des Relaxin-,
Östradiol- und Progesteronrezeptors
In einer in vitro Studie an einer Zellkultur neonataler Uteruszellen vom Schwein konnten
YAN et al. (2008) zeigen, dass die Behandlung der Zellen mit E2 eine gesteigerte Expres-
sion des Relaxinrezeptors RXFP1 erzeugte. Dazu wurden die Zellen über eine Dauer von
2 d mit E2 (4500 pg/ml) oder Relaxin (10-7 mol/ml) inkubiert. Die Ergebnisse lassen sich
wie folgt darstellen: Die RXFP1-Expression wurde durch E2, aber nicht durch Relaxin
induziert. Die Expression von ER hingegen wurde durch Relaxin gesteigert, wobei E2
hierauf keinen Einfluss zu haben schien (Yan et al. 2008). Das spricht dafür, dass die
verstärkte Expression des RXFP1 in der Relaxin-Gruppe des vorliegenden Experimen-
tes durch die erhöhten E2-Spiegel erzeugt wurde und nicht, wie in der Arbeitshypothese
vermutet, ausschließlich durch die direkte Relaxinwirkung.
Teilweise gegensätzliche Ergebnisse brachten die Untersuchungen von FUNK und DE-
MAYO (1999) sowie von LINDZEY und KRONACH (1999): in ihren Experimenten indu-
zierte E2 sowohl die Expression seines eigenen Rezeptors, wie auch des PR (Knobil et al.
1995; Lindzey und Kronach 1999).
Man kommt bei der Diskussion dieser Versuchsergebnisse zu folgendem Schluss: Die
Relaxinexposition verursacht übereinstimmend in allen Versuchen sowohl die Expression
seines eigenen Rezeptors, als auch des ER (Yan et al. 2008; Knobil et al. 1995; Lindzey
und Kronach 1999). Die Ergebnisse sind allerdings dahingehend nicht eindeutig, ob
Relaxin allein zur Expression seines Rezeptors führt, oder über die Steigerung der E2-
Synthese.
Es scheint also eine intensive Verstrickung der Expression und der Wirkung zwischen
Relaxin und E2 zu geben. Wie bei der Betrachtung der physiologischen Funktionen
von Relaxin und E2 bereits deutlich geworden ist, zeichnen sich beide Hormone durch
synergistische Effekte aus, die vor allem in der Förderung von Proliferation und Wachstum
bestehen (Pillai et al. 1999). Eine Erklärung für diese Synergieeffekte liefert der nächste
Abschnitt.
5.3.3 Cross-Signaling
PILLAI et al. (1999) haben in einem in vivo Versuch zeigen können, dass eine Behand-
lung ovariektomierter Ratten mit dem spezifischen ER Antagonist ICI 182,780 zu einer
Aufhebung der proliferationsfördernden Effekte nicht nur von E2, sondern auch von Rela-
xin führt. Dieses Ergebnis führte zu der Annahme, dass die anregende Wirkung Relaxins
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auf Uterusepithel und -stroma über den ER vermittelt wird. Relaxin kann also nicht nur
durch Bindung an seinen eigenen Rezeptor wirken, sondern auch durch die Aktivierung
des ER.
Die Erklärung für dieses Phänomen wird als Cross-Signaling bezeichnet und beschreibt
die Interaktion des Peptidhormons mit dem ER und PR (Weigel und Zhang 1998).
Cross-Signaling bedeutet, dass eine Rezeptoraktivierung von Steroidhormonrezeptoren
stattfindet, obwohl der Rezeptor nicht mit seinem Liganden (also mit E2 und P4) in
Verbindung tritt (Göttlicher et al. 1998).
Es wird vermutet, dass Relaxin über die Aktivierung verschiedener Wachstumsfaktoren
zu diesem Cross-Signaling fähig ist und Wirkungen von E2 oder P4 im Zielgewebe her-
vorrufen kann (Ivell und Einspanier 2002b; Ivell und Bathgate 2002a; Ivell et al.
2003; Ivell et al. 2005; Weigel und Zhang 1998). Zu diesen Wachstumsfaktoren, de-
ren Aktivierung durch Relaxin nachgewiesen werden konnte und die als Auslöser der ER-
Aktivierung angesehen werden, gehören der EGF, der TGF sowie der IGF-1. Das konnte
sowohl in vitro, als auch in vivo gezeigt werden (Ignar-Trowbridge et al. 1992; Ignar-
Trowbridge et al. 1993; Newton et al. 1994).
Es wird außerdem vermutet, dass eine Einflussnahme auf die Aktivität der Steroid-
hormonrezeptoren durch Relaxin über den Tyrosinkinaseweg vermittelt wird (Weigel
und Zhang 1998). Verschiedene Arbeitsgruppen kamen zu dem Ergebnis, dass der Re-
laxinrezeptor mit einer Tyrosinkinaseaktivität in Verbindung steht (Palejwala et al.
2001; Bartsch et al. 2001). Es scheint, dass die durch Tyrosinkinase hervorgerufene
Phosphorylierung des Tyrosin 537 (tyr-537) am ER für die Bindung an der DNA wichtig
ist (Weigel und Zhang 1998). Da diese Phosphorylierung scheinbar auch durch Relaxin
hervorgerufen werden kann, wird somit auch die Aktivierung des ER als Transkriptions-
faktor durch Relaxin möglich.
Diese aktivierende Wirkung von Relaxin auf den ER ist natürlich noch keine Erklä-
rung für die erhöhte Expressionsrate des ER unter Relaxineinfluss in den verschiedenen
Geweben. Cross-Signaling macht jedoch sehr gut deutlich, wie eng die Wirkungen von
Relaxin und E2 verstrickt sind. Es wird dadurch die Notwendigkeit ersichtlich, durch
spezielle Untersuchungen zu klären, wie Relaxin die Expression des ER hervorruft.
Dieses Kapitel hat erklärt, wie es zu dem Ergebnis der erhöhten RXFP1-Expression
sowie der erhöhten E2-Blutspiegel im vorliegenden Versuch kommen konnte. Im Folgenden
soll diskutiert werden, wie die Relaxinexposition zu den erhöhten P4-Blutspiegeln sowie
der erhöhten PR-Expression führen konnte.
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5.3.4 Der Einfluss von Relaxin auf die P4-Blutspiegel sowie PR-
Expression im Tumorgewebe
Untersuchungen von ARONICA (1991) haben ergeben, dass die Expressionsrate des PR
in einer Zellkultur von Rattenuteruszellen durch die Inkubation mit E2 (3×10-9 mol/ml),
IGF-1 (20 ng/ml) und cAMP (10-6 bis 10-4 mol/ml) verstärkt wird. Diese Beobachtung
liefert eine mögliche Erklärung für das vorliegende Versuchsergebnis der erhöhten PR-
Expression bei den Tieren der Relaxin-Gruppe. Durch Relaxinbehandlung kam es bei
diesen Tieren zu einer erhöhten E2-Bildung, was auf der Basis der Ergebnisse von ARO-
NICA (1991) als Ursache für die erhöhte PR-Expression angesehen werden kann. Wei-
tere Erklärungsmöglichkeiten sind durch den anregenden Einfluss von cAMP und IGF-1
auf die PR-Expressionsrate gegeben (Bartsch et al. 2004; Newton et al. 1994). Da
die Synthese beider Moleküle von Relaxin angeregt wird (Samuel et al. 2007b; New-
ton et al. 1994), kann im vorliegenden Versuch zusätzlich auch über diesen Mechanismus
eine gesteigerte PR-Expression stattgefunden haben.
Bezüglich der Klärung der Ursächlichkeit einer Erhöhung des P4-Blutspiegels unter
Relaxineinfluss kann Folgendes gesagt werden:
Relaxin wirkt unter physiologischen Bedingungen in Einklang mit E2, indem es die
Entwicklung des Brustdrüsenparenchyms stimuliert (Bathgate et al. 2006a). Gleichzei-
tig wirkt es aber auch synergistisch zum P4, indem es den Abbau der kollagenen Matrix
um die sich entwickelnde Brustdrüse anregt (Winn et al. 1994; Min und Sherwood
1996). Es ist deshalb denkbar, dass Relaxin zum Zwecke der bindegewebigen Erweichung
auch die Expression von P4 anregt, so wie die Ergebnisse des vorliegenden Versuches
vermuten lassen. Unter physiologischen Bedingungen ist ebenfalls noch nicht geklärt, ob
und wie Relaxin auf die P4-Sekretion Einfluss nimmt. Hohe P4-Spiegel bei der Hündin
während der Schwangerschaft können hinweisend sein auf eine Beteiligung des Peptidhor-
mons an der Induktion der P4-Synthese (Verstegen-Onclin und Verstegen 2008).
Die Beobachtung, dass niedrige Blutrelaxinspiegel während der frühen Schwangerschaft
der Frau mit einer höheren Abortrate korrelieren (Stewart und VandeVoort 1999),
kann ebenfalls zu der Vermutung veranlassen, dass Relaxin in dieser Zeit essentiell für eine
ausreichende P4-Synthese ist. Auch die Ergebnisse des vorliegenden Versuches machen
eine anregende Wirkung von Relaxin auf die P4-Sekretion sehr wahrscheinlich, jedoch feh-




Die Ergebnisse des vorliegenden Versuches lassen die Schlüsse zu, dass Relaxin zu einer
Steigerung der E2-Synthese führt. Durch die bereits bekannten proliferationsfördernden
Eigenschaften des Steroidhormons (Lewis-Wambi und Jordan 2009; Einspanier et al.
2009; Catalano et al. 2009; Sonne-Hansen et al. 2009) erklärt das die höheren Tu-
morvolumina und -gewichte der Tiere der Relaxin-Gruppe. Weiterhin scheint Relaxin die
Expression des RXFP1 sowie des ER zu verstärken, was vielleicht über die gesteigerte
E2-Synthese reguliert wird (Yan et al. 2008). Die vermehrte Expression dieser beiden
Rezeptortypen seigert die Empfindlichkeit der Tumoren für Relaxin und E2 und erhöht
damit wiederum die proliferationsfördernde Wirkung.
Die Ursächlichkeit der gesteigerten P4-Synthese sowie PR-Expression unter Relaxin-
einfluss im Tumorgewebe der Tiere des vorliegenden Versuches bedarf noch weiterer Un-
tersuchungen. Wahrscheinlich findet eine ähnliche Aktivierung auch unter physiologischen
Bedingungen bei der Entwicklung der Brustdrüse statt, da P4 auch einen Beitrag zum
Bindegewebsumbau leisten kann (Verstegen-Onclin und Verstegen 2008).
5.4 Ausblick:
Ist Relaxin ein neuer Prognosefaktor in der Brust-
krebsdiagnostik?
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konnten die Vermutung bestätigen, dass Relaxin
in vivo das Wachstum von Mammakarzinomen unterstützt. Relaxin beeinflusst durch die
Rekrutierung von TAMs in das tumorumgebende Bindegewebe die Geweberemodellierung
und führt somit zu verbesserten Wachstumsbedingungen und einer besseren Blutgefäß-
versorgung des Tumors (Bingle et al. 2002). Gleichzeitig nimmt Relaxin auch auf die
Synthese der Steroidhormone E2 und P4 und deren Rezeptorexpression sowie seines eige-
nen Rezeptors Einfluss (Brännström und MacLennan 1993; Yan et al. 2008; Kno-
bil et al. 1995; Lindzey und Kronach 1999), was sich ebenfalls förderlich auf das
Tumorwachstum der Mammakarzinome auswirkt.
Auf der Basis der Ergebnisse von BINDER et. al. (2004) und PUKROP et al. (2009)
liefert die vorliegende Arbeit einen weiteren Hinweis darauf, dass Relaxin in Zukunft als
Prognosefaktor in der Brustkrebsdiagnostik Bedeutung erlangen wird. Es konnte eindeu-
tig gezeigt werden, dass ein Zusammenhang zwischen progressivem Tumorwachstum und
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Relaxin besteht. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konnten beweisen, dass Relaxin
das Wachstum der Primärtumoren verstärken kann und auch die Faktoren der Gewebere-
modellierung beeinflusst, so dass eine Metastasierung durch die Erweichung des Tumor-
umgebenden Bindegewebes erleichtert wird. Aufgrund der kurzen Beobachtungszeit der
Tumoren in der vorliegenden Arbeit von maximal 49 d wurden jedoch keine Metastasen
gefunden.
BINDER et al. (2004) betonten die Schwierigkeit, die derzeit noch besteht, wenn
Relaxin als Prognosefaktor herangezogen werden soll. In ihrem Versuch haben einige
Patientinnen zum Zeitpunkt der Untersuchung erhöhte Blutrelaxinspiegel von über 0,4
ng/ml gezeigt, ließen jedoch keine Anzeichen für eine metastatische Brustkrebserkran-
kung erkennen. Vor allem bei den Patientinnen mit extrem hohen Blutrelaxinspiegeln
von bis zu 0,97 ng/ml lag der Verdacht nahe, dass diese nicht Ausdruck eines Metastasie-
rungsprozesses waren, sondern es sich dabei um einen kausalen Zusammenhang mit einem
anderen Krankheitsgeschehen handelte (Binder et al. 2004). So konnten DSCHIEZIG
et al. (2001) beweisen, dass eine derart erhöhte Relaxinexpression in Verbindung mit
kongestiver Herzinsuffiziens steht. Weiterhin besteht die Möglichkeit, dass bei einigen
Patientinnen die Metastasierung zum Zeitpunkt der Bestimmung des Blutrelaxinspiegels
noch nicht entdeckt werden konnte (Binder et al. 2004).
Demzufolge ist es derzeit noch nicht möglich, anhand des Serumrelaxinspiegels eine
zuverlässige Aussage bezüglich der Tumorproliferation und -metastasierung zu machen.
Es besteht der dringende Bedarf, durch weitere Untersuchungen die Veränderungen der
Blutrelaxinwerte, welche durch verschiedene Erkrankungen verursacht werden können,
genauer zu spezifizieren und eventuell den Zusammenhang mit anderen Hormonverände-
rungen im Blut zu analysieren (Binder et al. 2004). Dadurch kann ein Blutrelaxinniveau
detektiert werden, welches typischerweise mit einer metastatischen Brustkrebserkrankung
in Verbindung steht. Damit könnte sich auch die Möglichkeit ergeben, einen Metastasie-
rungsprozess zu erkennen, welcher in der bildgebenden Diagnostik aufgrund der geringen
Größe der Sekundärtumoren noch nicht feststellbar ist (Binder et al. 2004). So könnte
in Zukunft die Bestimmung der Relaxinspiegel im Blut von Brustkrebspatientinnen ein




Der Einfluss von Relaxin auf das Wachstum von Mammakarzinomen.
Veterinär-Physiologisch-Chemisches Institut der Veterinärmedizinischen Fakultät der Uni-
versität Leipzig und Abteilung für Hämatologie und Onkologie der Georg-August-Universität
Göttingen
Eingereicht im November 2009
(78 S., 9 Abb., 12 Tab., 208 Lit., 10 S. Anhang mit 17 Tab.)
Schlüsselwörter: Relaxin, Mammakarzinom, Östradiol, Tumorwachstum, Balb-neuT, Bin-
degewebsumbau
Brustkrebs ist die häufigste Krebstodesursache bei Frauen in den Industrienationen
mit einer jährlich ansteigenden Neuerkrankungsrate (Senn und Niederberger 2002).
Durch vorangegangene Untersuchungen wurde bereits deutlich, dass das Peptidhormon
Relaxin unter in vitro Bedingungen maßgeblich zur Tumorprogression von Mammakarzi-
nomen beiträgt (Binder et al. 2002). Die vorliegende Arbeit hat untersucht, ob Relaxin
diese Wirkung auch in vivo auf Mammakarzinome ausübt.
Relaxin ist ein multifunktionales Hormon. Es ist ein Aktivator verschiedener Wachstums-
und Transkriptionsfaktoren (Samuel et al. 2007a) und nimmt eine Schlüsselfunktion im
Bindegewebsstoffwechsel ein, indem es durch eine Steigerung der MMP-Expression zur
bindegewebigen Erweichung führt (Unemori et al. 1996). Im Krebsgeschehen schafft
das Peptidhormon damit die Voraussetzungen für Tumorwachstum und Metastasierung
(Bingle et al. 2002).
Für die Fragestellung der vorliegenden Arbeit wurde das Brustkrebsmodell der Balb-
neuT-Maus eingesetzt, die aufgrund der transgenen HER2-Überexpression spontan Mam-
75
76 Zusammenfassung
makarzinome entwickelt. Es wurden 45 weibliche Tiere mit beginnendem Wachstum von
Mammatumoren auf eine Relaxin- (n=22) und eine Kontrollgruppe (n=23) aufgeteilt.
Den Tieren wurde über eine unter das Nackenfell implantierte osmotische Minipumpe
(Fa. Alzet, Modell 2004; Kupertura, Kanada) im Falle der Relaxin-Gruppe Relaxin und
im Falle der Kontrollgruppe isotone Natriumchloridlösung verabreicht. Danach wurden
die Tiere 10-49 Tage beobachtet und daraufhin eingeschläfert. Es wurden die Tumoren,
Biopsien von Leber, Lunge und Nieren sowie Blutproben entnommen. Um beurteilen zu
können, ob die Tumoren der Relaxin-behandelten Tiere ein schnelleres Wachstum zeigten,
wurden Tumorvolumina und -gewichte zu den unterschiedlichen Tötungszeitpunkten er-
fasst. Weiterhin wurden im Tumorgewebe immunhistochemisch der Proliferationsmarker
Ki67, der Makrophagenmarker MAC 387, der Relaxinrezeptor RXFP1 sowie die Steroid-
hormonrezeptoren für 17β-Östradiol (ER) und Progesteron (PR) bestimmt. Zusätzlich
wurde die RXFP1-spezifische mRNA molekularbiologisch im Tumorgewebe dargestellt.
Außerdem wurden die peripheren Hormonkonzentrationen von Relaxin, 17β-Östradiol
(E2) und Progesteron (P4) ermittelt.
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konnten den Beweis erbringen, dass Relaxin
auch in vivo das Wachstum von Mammakarzinomen unterstützt. Relaxin bewirkte im vor-
liegenden Experiment eine Rekrutierung von Tumor-assoziierten Makrophagen (TAMs)
ins tumorumgebenden Bindegewebe. Dadurch erfolgte dort die Synthese verschiedener
Faktoren und Enzyme, welche zur bindegewebigen Erweichung, Apoptosehemmung und
zu einer gesteigerten Zellproliferation führten (Bingle et al. 2002; Devetzi et al. 2008).
Weiterhin induzierte die exogene Relaxingabe eine vermehrte E2-Synthese, was sich eben-
falls wachstumsfördernd und apoptosehemmend auswirkte und somit die Tumorprolife-
ration unterstützt hat (Catalano et al. 2009; Lewis-Wambi und Jordan 2009). Die
Expression des RXFP1 im Tumorgewebe wurde durch Relaxin über eine gesteigerte E2-
Synthese (Wilson et al. 2008) gefördert, ebenso wie die Expression des ER. Weiterhin
führte Relaxin zu einer gesteigerten P4-Synthese und zur gesteigerten Expression des PR
im Tumorgewebe über einen derzeit noch unbekannten Mechanismus.
Aufgrund der maßgeblichen Bedeutung des Peptidhormons für das Progressionsver-
halten von Mammakarzinomen kann die Bestimmung der Relaxinblutspiegel bei Brust-
krebspatientinnen deshalb in Zukunft ein wichtiges Hilfsmittel bei der Wahl der richtigen
Therapie und bei der Prognosebeurteilung werden.
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Breast cancer is the most common cause of cancer-related death in women in industrial
nations with the number of incidences is increasing every year (Senn und Niederber-
ger 2002). Many studies have already shown that Relaxin has an important supporting
influence on the progression of breast cancer in vitro, since it affects tissue remodelling
(Binder et al. 2002). The aim of this study was to elucidate the role of relaxin in tumour
progression in vivo.
Relaxin is a multifunctional hormone. It is an activator of several different growth and
transcription factors (Samuel et al. 2007b) and plays a key role in tissue remodelling
(Bathgate et al. 2003; Samuel et al. 2003). Relaxin delays collagen synthesis and
stimulates the MMP-expression (Unemori et al. 1996). By this tissue remodelling effects
relaxin provides tumour invasion and metastasis (Bingle et al. 2002).
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For the presented study the model of the Balb-neuT mice has been choosen, which
overexpresses the c-erB-2/her-2-rat transgene. Due to this overexpression the mice develop
breast cancer spontaneously at the age of 3-4 months. One group of mice (n=22) were
treated with relaxin while another group (n=23) was treated with isotonic NaCl-solution
over a mini osmotic pump (Alzet, model 2004; Cupertino, Canada).
10-49 days after implantation the mice were euthanized, the tumours extracted and
the tumours weight and volume determined. Furthermore biopsies of the liver, lung and
kidneys were taken and examined for metastasis. By using immunhistochemistry the
expression of relaxin receptor RXFP1, the proliferation marker Ki67, the macrophage
marker MAC 387 and the steroidhormone receptors of 17β-Estradiol (ER) and progeste-
rone (PR) in tumour tissue were analysed. Additionally the bloodlevels of relaxin, E2
and P4 were determined.
The results of this study showed strong evidence for the supporting role of relaxin in
breast cancer progression in vivo. Tumourweight and -volume were significantly higher
in the relaxin-group than in the control-group. The determination of the proliferation
marker Ki67 in tumour tissue showed significantly higher expression in the relaxin-group.
It was also shown that Relaxin attracts tumor-associated macrophages (TAMs) in
the tumour environment and therefore aroused tissue remodelling by producing different
factors and enzymes (Devetzi et al. 2008). Furthermore, the relaxin exposure induced
elevated E2-Levels. This had a promoting effect on tumour growth and delayed apoptosis
(Catalano et al. 2009; Lewis-Wambi und Jordan 2009). The elevated E2-Levels
upregulated expression of RXFP1 and ER in the tumour tissue (Wilson et al. 2008).
Additionally relaxin caused increased expression of PR and higher P4 blood leves. The
mechanism responsible for that is still unclear.
The data presented in this study showed that relaxin is very important for the progres-
sion of mammacarcinomas. Therefore the determination of relaxin levels in the blood from
breast cancer patients could serve as a diagnostic instrument for prognosis and therapy
selection in the future.
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• Ablauf der PCR-Zyklen für den molekularbiologischen Nachweis des
c-erB-2/her-2-Rattentransgenes
Dauer Temperatur Vorgang Anzahl der Durchläufe
5 min 95 ◦C Denaturierung des DNA-
Doppelstrangs
1
30 s 95 ◦C Denaturierung 30
30 s 60 ◦C Annealing
30 s 72 ◦C Elongation
10 min 72 ◦C Abschließende Elongation 1
4 ◦C Absenkung der Temperatur
bis zur Weiterverarbeitung
1
• Primersequenzen für den molekularbiologischen Nachweis des
c-erB-2/her-2-Rattentransgens
Primer Sequenz von 5´nach 3´
HERfor CCT CTG ACG TCC ATC GTC TC
HERrev ACC AGC AGA ATG CCA ACC ACC GC
A-1
A-2 Anhang
• Zusammensetzung des Master-Mix für den molekularbiologischen Nachweis des
c-erB-2/her-2-Rattentransgens
Substanz Menge in µl Bezugsquelle
H2O 6,98
10× NH4-Puffer 1 Invitek GmbH,
Berlin
50 mmol MgCl2 0,3 Invitek GmbH
10mM dNTP (dATP/dGTP/dCTP/dTTP) 0,2 Carl Roth
GmbH, Karls-
ruhe
Primer HERfor 100 pmol/µl 0,2 MWG-Biotech
AG, Ebersberg
Primer HERrev 100 pmol/µl 0,2 MWG-Biotech
AG
Taq-Polymerase 0,12 Invitek GmbH
• Dosierung der Narkosemischung sowie des Narkoseantagonisten entsprechend der
Mausgewichte
Mausgewicht Narkosemischung
20 g 0,05 ml
25 g 0,06 ml
30 g 0,07 ml
Mausgewicht Antagonistenmischung
20 g 0,17 ml
25 g 0,21 ml
30 g 0,25 ml
• TBE-Puffer
– 10 × TBE
– 108 g Tris-Base (Tris-Base ultra Qualität, Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
– 55 g Borsäure (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
– 40 ml 0,5 M EDTA (Mallinckrodt Baker, Griesheim)
– Auffüllen mit Aqua bidest auf 1 Liter
– Diese Pufferstammlösung muss vor Gebrauch mit Aqua bidest 1:10 verdünnt
werden
Anhang A-3
• Agarosegel 1,5 %ig
– 1,05 g Agarose (SeaKem LE-Agarose; BMA, Rockland, USA)
– 70 ml TBE-Puffer pH 8,0
– aufkochen in der Mikrowelle
– nach leichtem Abkühlen Zugabe von 1 µl Ethidiumbromid
• Lösungen der P4- und E2-Enzymimmunoassays
Assay-Puffer (P4)
– 2,42 g Tris (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan, Baker Analyzed Reagent, De-
venter, NL)
– 23,3 g NaCl (Natriumchlorid, Merck 6404, Merck KGaA, Darmstadt)
– 1 g BSA Fraktion V (Bovines Serumalbumin, Sigma A 4503, Sigma Aldrich
Chemie, Deisenhofen)
– 0,5 g Tween 80 (Polyoxyethylensorbitanmonooleat, ICI America Inc., Dela-
ware, USA)
– ad 1000 ml Aqua bidest pH 7,5
Assay-Puffer (E2)
– 5,96 g Na2HPO4 (Natriumhydrogenphosphat, Merck 6586, Merck KGaA,
Darmstadt)
– 8,5 g NaCl (Merck 6404, Merck KGaA, Darmstadt)
– 1,0 g BSA Fraktion V (Sigma A 4503, Sigma Aldrich Chemie, Deisenhofen)
– ad 1000 ml Aqua bidest pH 7,2
Beschichtungs-Puffer (P4, E2)
– 1,59 g Na2CO3 (Natriumcarbonat, Merck 6392, Merck KGaA, Darmstadt)
– 2,93 g NaHCO3 (Merck 6329, Merck KGaA, Darmstadt)
– ad 1000 ml Aqua bidest pH 9,8
A-4 Anhang
Substratpuffer (P4, E2)
– 52,55 g (HOCH2CH2)2NH (Diethanolamin, Baker Analyzed, Deventer, NL)
(= 47,79 ml)
– 0,05 g MgCl2 · 6H2O (Magnesiumchlorid, Merck 5833, Merck KGaA, Darm-
stadt)
– ad 500 ml Aqua bidest pH 9,8
Waschlösung (P4, E2)
– 0,5 % Tween 20 (Polyoxyethylensorbitanmonooleat, Merck 822184,
Merck KGaA, Darmstadt) 5 ml
– 400 ml PBS-Konzentrat
– ad 10. 000 ml Aqua bidest
PBS (Phosphate Balanced Salt Solution)-Konzentrat (P4, E2)
– 136,0 mmol NaCl 397,5 g (Merck, 6404, Merck KGaA, Darmstadt)
– 8,1 mmol Na2HPO4 57,5 g (Merck 6586, Merck KGaA, Darmstadt)
– 2,7 mmol KCl 10,0 g (Kaliumchlorid, Roth, Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
– 1,5 mmol KH2PO4 10,0 g (Kaliumhydrogenphsophat, Merck KGaA, Darm-
stadt)
– ad 2000 ml Aqua bidest pH 7,2
Substrat (P4, E2)
– Phosphatasesubstrat (p-Nitrophenyl-Phosphat, Dinatrium, Sigma 104, Sigma
Aldrich Chemie, Deisenhofen)
– 21 mg/16 ml Substratpuffer
• Lösungen des Relaxin-Enzymimmunoassays
E-PBS (Relaxin)
– 100 mmol Na2HPO4 14,20 g/l (Merck 6586, Merck KGaA, Darmstadt)
– 150 mmol NaCl 8,76 g/l (Merck 6404, Merck KGaA, Darmstadt) 5 mmol
(HOOCCH2)2NCH2CH2N(CH2COOH)2 1,46 g/l (EDTA, Sigma Aldrich Che-
mie, Deisenhofen)
Anhang A-5
– 0,20 % BSA 2,00 g/l (Sigma A 4503, Sigma Aldrich Chemie, Deisenhofen)
– 0,01 % C9H9HgO2SNa 0,10 g/l (Thimerosal, Sigma Aldrich Chemie, Deisen-
hofen)
– ad 1000 ml Aqua bidest pH 7,0 und 0,005 % Tween 20 (50 µl/l, Merck KGaA,
Darmstadt) dazugeben
Substratlösung
– 500 µl Substratpuffer (vgl. nachfolgendem Puffer)
– 500 l 0,2 % H2O2
– 500 l 0,5 % 3,3‘,5,5‘ Tetramethyl-Benzidine (TMB, T-2885, Sigma Adrich Che-
mie, Steinheim); 0,5 g TMB in 100ml (CH3)2SO (Dimethylsulfoxid, Merck
KGaA, Darmstadt)
– ad 25 ml Aqua bidest
Substratpuffer
– 4800 mmol C2H3NaO2 393,6 g/l (Natriumacetat, Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
– 240 mmol HOC(COOH)(CH2COOH)2 46,1 g/l (Citronensäure, Baker Analy-
zed, Deventer, NL)
0,5 % Waschpuffer
– 0,2 ml Tween 20 (Merck KGaA, Darmstadt)
– 5,0 g NaCl (Merck 6406, Merck KGaA, Darmstadt)
– ad 1000 ml Aqua bidest
4 N H2SO4 als Stopplösung
– 446,7 ml H2O
– 53,3 ml H2SO4 (98,08 g/mol)
A-6 Anhang
• Antikörper der Enzymimmunoassays
– Beschichtungs-IgG
P4 Rabbit-Anti-Sheep IgG (Sigma S 1265, Sigma-Aldrich
Chemie, Deishofen)
E2 Sheep-Anti-Rabbit (Sigma S 1265, Sigma-Aldrich Che-
mie, Deishofen)
Relaxin Goat-Anti-Rabbit (Scantibodies Laboratories Inc., San-
tee, USA)
– Spezifischer Ak
P4 Rabbit-Anti-α-Progesteron, polyklonal (S 1509/14,
Ridgeway Sciense Lim., Alvington, UK), Endverdün-
nung 1:25000
E2 Anti-Estrone-6-Carboxymethyloxime-BSA (Batch No.
126, Steranti Research Lim., St. Albans, UK), End-
verdünnung 1:4000
Relaxin Rabbit-Anti-Porcine 258-8 (Prof. Dr. Sherwood, Uni-
versity of Illinois, USA) Endverdünnung 1:50000
– Label
P4 Progesteron-Alkaline Phosphatase (No. 240, Ridgeway
Sciense Lim., Alvington, UK), Endverdünnung 1:3000
E2 β-Östradiol-3-β-D-Glucuronid-Alkaline Phosphatase
(Universität Göttingen), Endverdünnung 1:2000
– Antigen des Relaxin-EIA
Relaxin: Relaxin-Biotin RB (Prof. Dr. Einspanier, Leipzig),
Endverdünnung 80 fmol/ml
– Enzym des Relaxin-EIA
Meerrettichperoxidase-konjugiertes Streptavidin (SA-5004, Vector
Laboratories Inc., Burlingame, USA), Endverdünnung 0,15 µg/ml
Anhang A-7

























transforming growth factor < 1,0
insulin like growth factor I < 1,0
A-8 Anhang
• Inter- und Intraassayvarianzen der P4-, E2- und Relaxin-Enzymimmunoassays





– 1 Tropfen Puffer (Buffer pH 5,3)
– 1 Tropfen AEC Substrat Reagent
– 1 Tropfen H2O2
– in 2 ml Aqua bidest tropfen und gut mischen
– diese Lösung muss vor jedem Gebrauch frisch angesetzt werden
• Zitratpuffer
– 4,5 ml Zitronensäure (Mallinckrodt Baker, Griesheim)
– 20,5 ml Na-Zitrat (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
– mit PBS-Puffer auf 250 ml auffüllen
– der pH-Wert wird auf 6,0 eingestellt
– die Lösung wird in einer Küvette im Sterilisator (Heraeus Typ UT 6 der Firma
Knedro laboratory Products, Hanau) auf 120 ◦C erwärmt
• Schema zum Entparaffinieren und Rehydrieren der histologischen Schnitte
Zeit Lösungsmittel
15 min Xylol I
15 min Xylol II
5 min 100 % Ethanol
5 min 100 % Ethanol
3 min 90 % Ethanol
3 min 80 % Ethanol
3 min 70 % Ethanol
3 min 50 % Ethanol
5 min Aqua bidest
Anhang A-9
• Alkohol-/Xylolpassage zum Abschluss der H&E-Färbung
Zeit Lösungsmittel
30 s 70 % Ethanol
3 min 90 % Ethanol
5 min 100 % Ethanol
5 min 100 % Ethanol
5 min Xylol I
5 min Xylol II
• Eosin-Lösung
– 0,5 g Eosin (Merck KGaA, Darmstadt)
– Lösen in 100 ml Aqua bidest
– Vor Gebrauch Zugabe von einem Tropfen konzentrierter Essigsäure
• Zitratlösung
– 4,5 ml Zitronensäure (Mallinckrodt Baker, Griesheim)
– 20,5 ml Na-Zitrat (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
– mit PBS-Puffer auf 250 ml auffüllen
– Der pH-Wert wird auf 6 eingestellt
– Die Lösung wird in einer Küvette im Sterilisator (Heraeus Typ UT 6 der Firma
Knedro laboratory Products, Hanau) auf 120 ◦C erwärmt
• AEC-Substrat-Kit
– 1 Tropfen Puffer (Buffer pH 5,3)
– 1 Tropfen AEC Substrat Reagent
– 1 Tropfen H2O2
– in 2 ml Aqua bidest tropfen und gut mischen
– Diese Lösung muss vor jedem Gebrauch frisch angesetzt werden
A-10 Anhang
• Zusammensetzung des Master-Mix für den molekularbiologischen Nachweis





10× NH4-Puffer 24 Qiagen, Hilden
50 mmol MgCl2 im Puffer
enthalten
10mM dNTP (dATP/dGTP/dCTP/dTTP) 4,8 Fermentas
GmbH, Leon-
Rot
Primer RXFP1for 100 pmol/µl 4,8 MWG-Biotech
AG, Ebersberg
Primer RXFP1rev 100 pmol/µl 4,8 MWG-Biotech
AG
HotStar Taq-Polymerase 2,4 Qiagen
• Ablauf der PCR-Zyklen für den molekularbiologischen Nachweis der
RXFP1-mRNA im Tumorgewebe
Dauer Temperatur Vorgang Anzahl der Durchläufe
5 min 95 ◦C Denaturierung des DNA-
Doppelstrangs
1
30 s 95 ◦C Denaturierung 39
30 s 54 ◦C Annealing
60 s 72 ◦C Elongation
10 min 72 ◦C Abschließende Elongation 1
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